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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar 1la
influencia de los trasplantes de substancia negra fetal en los
nicleos eferentes del estriado (nicleo entopeduncular, substancia
negra reticulada y globo paAlido). Para ello se utilizé el métedo
de autorradiografia con [14 C]- 2 =-Desoxiglucosa. Ratas macho,
Wistar se lesionaron de manera unilateral con 6-hidroxidopamina
(8 ug/4 ul) y la conducta de giro se evalud con la administracién
intraperitoneal de apomorfina (0.25 mg/kg). Algunos animales
recibieron un trasplante de substancia negra fetal o tejido no
dopaminérgico y la conducta de giro se evalué de nuevoc en todos
los animales cada 10 dias durante 2 meses. Al final de este
periodo, todas las ratas recibieron una administracién
intravenosa de [14C)-2-Desoxiglucosa (10 uCi/100 g). Los animales
se dividieron en los siguientes grupos: animales intactos que
recibieron la administracién intravenosa de salina (SAL) o
apormorfina (APO) y animales lesionados (LES) que recibieron
salina (LES+SAL), apomorfina (LES+APO), un trasplante de tejido
no dopaminérgico y apomorfina (LES+APO+NDA) © un trasplante de
substancia negra y apomorfina (LES+APO+SN).

Los resultados mostraron cambios asimétricos en la
utilizacién local de glucosa cerebral (ULGC) en los nucleos
entopeduncular y substancia negra reticulada para los grupos
LES+APO Y LES+NDA:; no se observaron estos cambios asimétricos
para el globo p&lido en estos grupos. Sin embargo, los animales
del grupo LES+APO+SN disminuyeron esta asimetria en la substancia
nigra reticulada. De manera inesperada, en este grupo se observd
un incremento en ULGC en el estriado no lesionado y también un
aumento bilateral en los nucleos del tilamo y la corteza
frontoparietal.

Los cambios en ULGC que se reportan en esta tesis, reflejan
la influencia de los trasplantes de substancia negra fetal mis
alld del lugar donde se colocan. Los datos se discuten scobre la
posibilidad de que los trasplantes se integren o afecten los
mecanismos relacionados con el control interhemisférico de ambos
sistemas dopaminérgicos nigroestriatales.



I.- 1OS GANGLIOS BASALES ¥ LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Bueno es recordar
las palabras viejas
que han de volver a sonar.

Antonio Machado



BREVE DESCRIPCION ANATOMICA DE LOS GANGLIOS BASALES

En las primeras descripciones anatémicas el término ganglios
basales se utilizé para designar a todos los nucleos
subcorticales incluyendo al talamo. En la actualidad no existe un
acuerdo unanime de que estructuras deben ser incluidas en este
concepto. Esto se debe en parte a que las clasificaciones que se
realizan dependen del criterio y formacidén del autor. Para evitar
confusiones, en esta tesis se aplicard el término ganglios
basales a las estructuras subcorticales que se localizan en el
telencéfalo (nucleo caudado, putamen y globo palido), diencéfalo
{nicleo subtaldmico) y mesencéfalo (substancia negra}.

El cuerpo estriado es el término que se utiliza para
designar al nucleo caudado, putamen y globo palido. A su vez el
estriado o neocestriado estd formado por el nicleo caudado Yy el
putamen (Fig. I.1). En el cerebro de los primates el putamen
recibe informacién de la corteza sensoriomotora mientras que el
nicleo caudado se relaciona con Areas corticales llamadas corteza
de asocliacién (Carpenter, 1984). Sin embargo, los datos
anatémicos e histoquimicos apoyan el punto de vista de que el
caudado y el putamen representan dos partes de una sola
estructura (Helmer et al, 1985). En algunos mamiferos como la
rata, el estriado es una estructura que no estd separada por la
cdpsula interna. .

En los primates, el globo palido se divide en dos regiones:
una porcién externa ¢ lateral y una interna o medial que estan
separadas por una lamina de fibras mielinizadas (Carpenter,
1984) (Fig.I. 1). En los roedores, el nicleo entopeduncular

representa la estructura homéloga del globo palido interno o
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medial (Heimer et al, 1985). El nombre de este nicleo se debe a
que las células que lo -forman se encuentran embébidas en el
pedinculo cerebral. El ndcleo subtaldmico se situa a lo
largo del borde medial de la cépsula interna, en el diencéfalo
ventral. La sui:stancia negra se localiza en el mesencéfalo,
dorsal a los pedinculos cerebrales. La substancla negra se divide
en dos: la substancia negra reticulada (que desde un punto de
vista citolégico es similar al globo palido) y la substancia
negra compacta (gue contiene las células que dan origen al
sistema dopaminérgico mesoestriatal A9) (Carpenter, 1984; Heimer
et al, 1985) (Fig. I.1) En los mamiferos, incluyendo la rata, se
ha identificado una porcisn lateral de la substancia negra, pero
la mayoria de 1los autores la consideran como parte de la
substancia negra reticulada (Heimer et al, 1985).
Conexiones anatdmicas aferentes.

Las conexiones anatdmicas aferentes que reciben los ganglios
basales provienen en gran parte de la corteza cerebral; el
estriado recibe proyecciones aferentes de todas las regiones de
la neocorteza (Carpenter, 1984)(Fig I.1). La unica otra
estructura que recibe aferentes de la neocorteza es el nicleo
subtalamico (Carpenter, 1984)(Fig.I.1). Otras A4areas cerebrales
que presentan fibras aferentes al estriado son: los mjcleos
centromediano y parafascicular del talamo, los nucleos del rafeé
Y la substancia negra compacta (Carpenter, 1984) (Fig.I.l), Por
otro lado, las fibras aferentes al globo pdlido surgen del
estriado y del nucleo subtalamico (Carpenter, 1984) mientras que

la substancia negra recibe fibras del estriado, del glebo palido,



del nucleo subtalamico, del nuicleo dorsal del rafé y del nicleo
pedunculo pontino (Carpenter, 1984) (Fig.I.1).

Conexiones anatdmicas eferentes.,

En los roedores, el estrlado tiene una salida a través de
las conexiones anatdmicas eferentes gue establece con el globo
palido, el nicleo entopeduncular y la substancia negra reticulada
(Nagy et al, 1978; Carpenter, 1984)(Fig. I.1l). A su vez el globo
pidlido manda fibras al nlcleo subtalamico y a la substancia
negra, pero no al télamo (Carter y Fibiger, 1978) (Fig.I.1). las
células del nicleo entopeduncular proyectan al nucleo
ventromedial, ventral lateral, ventral anterior, paratascicular
Y centromediano del talamo, al nucleo de la habenula lateral y al
nicleo pedunculopontino tegmental (Carter y Fibiger et al, 1978:
Scheel-Krueger, 1986). Estos niclecs eferentes del estriado
(globo palido, nucleo entopeduncuclar y substancla negra
reticulada) comparten una inervacién gabaérgica proveniente de
las células espinosas medianas del estriado (Nagy et al, 1978;
Carpenter, 1984). Sin embargo, sélo el nicleo entopeduncular y la
substancia negra reticulada reciben fibras gque contienen
substancia P y dinorfina, mientras que el globo pAlido recibe una
inervacidn encefalinérgica del estriado (Paxinos et al, 1984).

En los Wdltimos afos con la ayuda de 1las técnicas
electrofisiolégicas (Chevalier y Deniau, 1987) o de aquéllas que
permiten determinar la actividad metabdlica (Sokoloff et al,
1977), se ha estudiado la influencia del estriado en sus nucleos
eferentes. Con la utilizacién del método de autoradiografia con
[14 C)=2-Desoxiglucosa, se ha determinado que la estimulacién

eléctrica unilateral del estriado incrementa la actividad



metabdlica en el globo padlido, nicleo entopedeuncular y
substancia negra reticulada, en el lado ipsilateral a la
estimulacién (Alko et al, 1988); la aplicacidén intraestriatal
unilateral de dopamina, en animales intactos, también produce un
incremento ipsilateral en la actividad metabdlica en estos
nicleos (Brown y Wolfson, 1983). Estos trabajos sugieren que los
nicleos eferentes del estriado puden reflejar la actividad de las

células estriatales.

LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson es quizids el trastorno
neurodegenerativo mas estudiado hasta la fecha. Aunque existen
descripciones del temblor y la pardlisis que se remontan a 2500
afios antes de nuestra era, es en 1817 en Inglaterra cuado James
Parkinson (médico, reformador social y geoldgo aficionado)
caracteriza la enfermedad que lleva su nombre y que €1 llamo
pardlisis agitante. En la actualidad se desconoce el aspecto
fisico de este médico inglés, ya que no existe una pintura o
retrato de él. Mas de 100 alios depués, en 1951, W. Raab y W.
Gigee reportan la presencia de una substancia en altas
concentraciones en el nucleo caudade del cerebro humano, que
ellos llamaron "encefalina". En 1958 A. Carlsson identifica esta
substancia como dopamina Yy en 1960 H. Ehringer y 0. Hornykiewicz
deacubren un decremento de este neurotransmisor en el estriade
de pacientes con enfermedad de Parkinson.

En la actualidad la enfermedad de Parkinson de origen

idiopatico se considera como un desorden progresivo que afecta



aspectos motores, cognitivos y emocionales de la conducta, gque se
pPresenta con mayor frecuencia a partir de los 60 afos (Jankovic,
1987; Fahn y Duffy et al, 1977). Los principales sintomas
clinicos son el temblor en reposo, la rigidez, la lentitud para
injciar movimientos (bradicinecia) y la pérdida de los reflejos
posturales. Otros sintomas se presentan en el cuadro 1.

Aunque desde hace tiempo se conoce que la disminucién de
dopamina en el estriado, es 1la alteracién bioquimica mas
importante en la enfermedad de Parkinson, los estudios recientes.
demuestran que existen deficlencias en 1los sistemas
dopaminérgicos mesolimbico y mesocortical, asi como también en la
concentracjones dopaminérgicas de la médula espinal
(Hornykiewicz y Kish, 1986). Por otro lado se han identificado
alteraciones en otros sistemas neuroquimicos que incluyen a
serotonina, norepinefrina, substancia P, GABA y neuropéptides
como met-encefalina, leu-encefalina, colicistoquinina, bombesina
Yy neurotensina, en diferentes 4reas cerebrales (Hornyklewicz y
Kish, 1986; Hassan y Thakar, 1988).

No se conocen las causas que producen esta enfernmedad.
Factores como el envejecimiento natural y substancias tdxicas
ambientales aun no identificadas, han sido propuestos como
posibles causas (Langston et al, 1987). Desde el descubrimiemto
de la carencia de dopamina en el estriado, se ha buscado un
tratamiento que permita remplazar esta falta de dopamina. La L«
DOPA se considera el medicamento mias eficaz y f4acilmentas
disponible para el tratamiento de esta enfermedad; sin embergo
no es el agente dptimo ya que se requiere la administracién de

varias dosis altas durante el dia, gque producen efectos



CUADRO 1.~ SINTOMAS DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

PRINCIPALES SINTOMAS MOTORES

- Temblor en reposo

- Rigidez

- Bradicinecia

- Pérdida de reflejos posturales

OTROS SINTOMAS MOTORES

- Hipomimia (cara de mascara)

- Desorden del habla (disartria hipocinética)
- Hipofonia

~ Disfagia

- Sialorrea

- Dificultades respiratorias

- Arrastre de los pies al caminar, pasos cortos
- Micrografia

- Dificultad para voltearse en la cama

- Postura inclinada hacia adelante, escoliosis

- Distonia, mioclonus, discinecia orofacial

6A



colaterales (nauseas, vémito, anorexia, mal sabor de boca,
hipotensién, alucinaciones y movimientos coreicos) (Fahn y
Duffy, 1977). En tratamientos crénicos con L-DOPA, los pacientes
presentan alteraciones ciclicas de la efectividad del
medicamento (fendmeno ON-OFF) y discinecias (Fahn y Dufty,
1977). Por ello, se han buscado nuevos agentes y estrategias que
permitan una mejor terapéutica. En la actualidad, el tratamiento
de la enfermedad de Parkinson se ha enfocadec hacia la
utilizacién de fArmacos que pudieran prevenir o retardar el
proceso degenerativo de la enfermedad, como es el caso del
deprenyl que es un inhibidor de la monoaminoxidasa B (Tstrud y
Langston, 198%a) y por otro lado, se ha buscado una terapéutica
restaurativa por medio de los trasplantes de tejido nervioso o
endocrino, de la cual se hablarid mis adelante.

El hallazgo de que una deficiencia neuroquimica sea la
responsable de un sindrome neuroldgico, llevé a los
investigadores a la creacidén de modelos animales de esta
enfermedad. Dos de los més importantes se describirdn a

continuacidén.

MODELOS EXPERIMENTALES DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

En 1954 se observé que la administracién sistémica ds
reserpina en perros y monos, producia acinecia (Plummer et al,
1954). A partir de ese afio, los investigadores han tratado de
crear modelos animales que incorporen las alteraciones clinicas,
neuropatdélogicas y neuroquimicas de la enfermedad de Parkinson y

que permitan evaluar las posibles terapéuticas. Dos neurotoxinas



han sido importantes para la elaboracién de estos modelos, la 6-
hidroxidopamina (6=0HDA) y la 1l-metil~4-fenil, 1,2,5,6,~
tetrahidropiridina (MPTP); ambas sustancias afectan de manera
gelectiva al sistema dopaminérgico nigroestriatal. Es importante
sefialar que la 6-~OHDA no atravieza la barrera hematoencefdlica,
mientras que el MPTP se puede administrar por via sistémica
(Jonsson, 1983: Kopin y Markey et al, 1988). A partir del
hallazgo de que la MPTP produce un sindrome similar a la
enfermedad de Parkinson en sujetos humanos (Langston et al,
1983), se han desarrollado estudios en diferentes animales,
especialmente en los primates, que han aportado informacidn sobre
el origen y desarrollo de esta enfermedad, asi como también sobre
la aplicacién terapéutica de los trasplantes al cerebro (Kopin y
Markey, 1988; Heikkila et al, 1989; Tetrud y Langston, 198%b). En
el presente trabajo se utilizé el modelo de hemiparkinsonismo
inducide con 6-OHDA en la rata, y por ello a continuaclién se
degcriblran las caracteristicas de este modelo.

Lesién unilateral del sistema dopaminérgico nigroestriatal

con 6-OHDA. Modelo de hemiparkinsonismo.

Los primeros estudios demostraron que la ablacién
unilateral del neocestriado, inducia a la rata a caminar en
circulos (Anden et al, 1966). Este trastorno ha sido llamado
conducta de giro, que se define come una alteracidn locomotora
que induce al animal a desplazarse unicament en circulos, sin un
propésito definido (Pycock, 1980). En roedores, la conducta de
gire se produce, como ya se menciond, por la ablacion unilateral
del necestriado o por la lesién electrolitica de este nicleo

{(Pycock, 1980). Sin embargo, la utilizacién de substancias



neurotéxicas, selectivas para para cierto tipo de células, ha
permitido superar el problema del daio inespecifico producido por
las técnicas ya mencionadas. la 6-OHDA ha sido la substancia que
mis se ha empleado en este modelo de hemiparkinsonismo, La
administraclén de esta neurotoxina en Areas de sistema nervioso
central que contienen axones, terminales o somas noradrenérgicos
o dopaminérgicos, induce una degeneracién celular con poco daflo
a otros sistemas neuroquimicos; en particular, el sistema
dopaminérgico nigroestriatal es sensible a la 6-0OHDA
(Ungerstedt, 1971). La adminlistracidén bilateral de la 6-OHDA en
la substancia negra o en los axcnes del sistema dopaminérgico
nigroestriatal, produce una desaparicién de la histoflourecencia
en el neoestriado que se acompafia por un sindrome conductual
caracterizado por acinecia, adipsia y afagia (Ungerstedt, 1971
) .El desarrollo de los sintomas se correlaciona con la extensién
de la degeneracién del sistema dopaminérgico nigroestriatal y se
revierten por la administracién de agonistas dopaminérgicos
(Ljungberg y Ungerstedt, 1976).

La 6-OHDA es acumulada de wanera selectiva por las células
catecclaminérgicas, a través de un sistema de recaptura de alta
afinidad que poseen estas células (Jonsson, 1983). Es importante
seflalar que este sistema de recaptura esta presente en toda la
membrana de la neurona y por ello la accidén téxica de la 6=-OHDA
puede empe:zar en cualquier parte de la célula nerviosa (Jonsson,
1983). Se ha demostrado que las terminales nerviosas axonales son
mis sensibles a la accién neurotéxica que los cuerpos celulares

(Jonsson, 1983); sin embargo, 1os axones no mielinizados también



presentan esta caracteristica (Moore, 1981). Los mecanismos de
accidn de la 6-OHDA no son claros , Algunos estudios sugieren que
la toxicidad de la 6-0OHDA esta relacionada con un proceso de
autoxidacion que invelucra la formacién de mdleculas de perdéxido
de hidrégeno, superoxidos y ilones hidroxilo (Jonsson, 1983;
Hiekkila y cohen, 1973); otras sustanclas tdxicas como las
gquinonas también estan presentes (Jonsson, 1983). Los estudios no
han podido determinar 1la importancia de estas moléculas en el
porceso de toxicidad producide por la 6-OHDA,

En 1968 Ungerstedt reportéd por primera vez gque la
administracién unilateral de 6-OHDA en el sistema dopaminérgico
nigroestriatal de la rata, produce una disminucién en 1la
histoflourecencia del estriado y una alteracidn corporal gque se
caracteriza por una asimetria postural: la cabeza y la cola se
desvian hacia el lado de la lesidén. Esta alteracidn desaparece al
poco tiempo y el animal presenta una postura corporal similar a
la de un animal sin lesién:; sin embargo, si al animal se le
presenta un estimulo repentino (vgr. un piguete en la cola) o se
le coloca en un ambiente nuevo o estresante, el animal presentara
de nuevo la conducta de giro (Ungerstedt, 1971). Los estudios
realizados en pacientes con enfermedad de Parkinson con sintomas
unilaterales de temblor y rigidez (hemiparkinsonismo),
demuestran que los sujetos presentan una tendencia signifiactiva
a dar vueltas hacia el lado que no presenta los sintomas (Bracha
et al, 1987). Este hallazgo es similar a la asimetria corporal
que se presenta en los roedores con lesion unilateral con 6-OHDA.
Es importante sefalar que los sujetos de este estudioc fueron

pacientes externos que no ejecutaron tareas motoras ni
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recibieron fdrmacos que estimulan la transmisidén dopaminérgica.

A pesar de la recuperacién en la asimetria corporal, un
estudio reciente demuestra que las ratas con este tipo de lesidn
unilateral, presentan una desviacién de la estructura ésea hacia
el lado de la lesidn: esta alteracién se correlaciona con la
disminucién de dopamina en el estriado lesionado (Herrera-
Marschitz et al, 19%0). Es importante mencionar que los pacientes
con e;}ermedad de Parkinson presentan escoliosis (desviacidén de
la columna vertebral) (Jankovic, 1987).

Por otro lado, los animales con este tipo de lesién no
responden a los estimulos sensoriales (vgr. olfativos o
somdticos) gue se aplican en el lado contralateral a la lesién
{Marshall et al, 1974; Bjorklund et al, 1980a). Esta condicién ha
sido llamada negligencia o inatencién sensorial. Los estudios
clinicos han demostrado que los pacientes reportan sensaclones de
entumecimiento, hormigueo, dolor, comezén, frio y calor, en
brazos y piernas asi como también presentan alteraciones en 1la
propiocepcién en las manos y los brazos (Koeller, 1984; Schneider
er al, 1987). Otros estudios demuestran que los pacientes tienen
dificultades para identificar y descriminar olores (Doty et al,
1987) . Estas alteraciones sensoriales no estan asociadas a un
dafic en los nervios sensoriales perifericos (Koeller, 1984),

La administracién 1local o sistémica de farmacos gue
estimulan la neurotrasmisién dopaminérgica, incrementa 1la
conducta de giro. De esta manera, cuando se administra un
agonista directo (vgr. apomorfina) en ratas con previa lesiodn

unilateral, los animales presentan una conducta de giro hacia el
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lado que ne esta lesionado (giro contralateral); si se administra
un agonista indirecto (vgr. anfetamina) los animales presentan
una conducta de giro en direccidn del lado lesionado (giro
ipsilateral) (Ungerstedt, 1971). Con base en estos resultados,
la conducta de giro inducida con anfetamina permite evaluar el
efecto de la liberacién de la dopamina en el estriado intacto,
mientras que la apomorfina produce una evaluacidn de la respuesta
del necestriado a la pérdida de 1a inervacién dopaminérgica.

En los primero reportes, la conducta de giro se relaciond
con un incremento de la sensibllidad de los receptores
dopaminérgicos estriatales, producida por la desaparicién de las
fibras dopaminérgicas (Ungerstedt, 1971). Posteriormente se
demostro que en animales con lesidén unilateral con 6-OHDA , las
células estriatales presentan un decremento es su actividad
eléctrica cuando se administra por via sistémica apomorfina a
dosis (de 0.005 a 0.01 wmg Kg) que no producen respuesta en
animales sin lesidén; esto representa un incremento de 10 a 40%
en la sensibilidad de los receptores dopaminérgicos con respecto
a los animales sin lesioén (Schultz y Ungerstedt, 1978). Otros
estudios han demostrado que esta supersensibilidad para 1la
respuesta dopaminérgica esta relacionada con un aumento en el
nuimero de receptores dopaminérgicos estriatales en el lado
lesionado, y no con cambios en la constante de disociacién de
estos receptores (Creese et al, 1977; Feuerstein et al, 1981).
Los trabajos realizados en los ultimos afos, demuestran gue la
lesion unilateral con €-OHDA induce un incremento en el numero de
receptores dopaminérgicos del tipo D2, (Marshall et al, 1989;

Graham et al, 1990) mientras el efecto en los receptores del tipo
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Dl no es claro; algunos resultados sugieren una disminucion
(Marshall et al, 1989), un aumento en el nimero de receptores
(Dawson et al, 1991) o ningun efecto inducido por la lesién
(Graham et al, 1990). Los estudios postmortem han demostrado que
los pacientes con enfermedad de Parkinson que no han recibido
tratamiento farmacolégico, presentan un incremento en el ntimero
de receptores dopaminérgicos del tipo D2 en el nucleo caudado Yy
el putamen (Hassan y Thakar, 1988); mientras que los recptores D1
se encuentran aumentados en nimero en el putamen (Hassan y
Thakar, 1988). La administracién crénica de L-DOPA parece inducir
un decremento en la cantidad de ambos tipos de receptores
dopaminérgicos (Hassan y Thakar, 1988).

A partir de las primeras descripciones, se ha considerado
que la conducta de giro inducida por agonistas dopaminérgicos
(directos o indirectos) es similar, ya que estos farmacos
afectan las células estriatales gque contienen receptores
dopaminérgicos; la tunica diferencia es la direccidn del giro. Sin
embargo, los estudios recientes han demostrado que el numeroc de
giros inducidos por la administracién de anfetamina no se
corrrelaciona con el numero de rotaciones producido por la
apomorfina (Becker et al, 1590; Casas et al, 1988). En la
conducta de ¢iro inducida por apomorfina existe una asimetria en
el uso de los mienmbros posteriores al momento de girar, que no se
presenta con la administracién de anfetamina (2iegler vy
Szechtman, 1988); la anfetamina produce un desplazamiento cruzado
de los miembros anteriores que no se observa por la

administracién de apomorfina (Cools et al, 1989); los estimulos
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ambientales pueden invertir 1la direccién de la conducta de giro
inducida por apomorfina, pero no por anfetamina (2iegler y
Szechtman, 1988). Estos resultados sugieren que los efectos de la
anfetamina y la apomorfina pueden ser mediados por diferentes
mecanismos, aun desconocidos, en el sistema nervioso central. Por
ello hay que tener cuidado en la interpretacidén de los resultados
cuando los efectos de nuevos farmacos o de los trasplantes se

evaluan con la administracién de apomorfina o anfetamina.

El uso de este modelo, a través de cientos de publicaciones
ha favorecido el andlisis de farmacos con posibles aplicaciones
terapéuticas para la enfermedad de Parkinson; ha permitido
conocer la participacién del sistema dopaminérgice nigroestriatal
en aspectos de locomocién, postura y sensoriomotores de la
conducta en roedores. A partir de 1979, ha permitido evaluar los
efectos de los trasplantes al cerebro, en particular de los
trasplantes de substancia negra fetal y de médula adrenal de los

cuales se hablarda en la siquiente seccion.
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II.~ TRASPLANTES AL SISTEMA NERVIOSO GENTRAL

15

Pues nada hay oculte si no

es para que sea manifestado;
nada ha sucedido en secreto
sino para que venga a ser
descubierto.

San Marcos 4:22



INTRODUCCION

En la dltima década, la utilizacién de los trasplantes de
tejido nervioso fetal ha permitido estudiar el desarrollo y la
regeneracién de las conexiones neurocnales, asi como también las
relaciones estructura-funcién en el =sistema nervioso central de
los mamiferos. En humanos, los trasplantes se han propuesto como
una posible terapéutica para las enfermedades degenerativas del
sistema nervioso central. Los trabajos realizados en diferentes
laboratorios del mundo demuestran que el tejido neural fetal
que se trasplanta al sistema nervioso central, tiene capacidad
para scbrevivir, se diferencia, establece conexiones morfoldgicas
con el tejido que le rodea y tiene efectos funcionales que son
benéficos para los animales con dafio neurolégico experimental o
con deficiencia congénita (Bjorklund y Stenevi, 1985; Gash y
Sladek, 1988; Dunnett y Bjorklund, 1987; Lindvall y Bjorklund,
1989; Dunnett y Richards, 1990; Bjorklund, 1991). En contraste a
puntos de vista tradicionales (Ramén y Cajal, 1928) 1los
resultados de estos experimentos, demuestran que el sistema
nervioso central de los mamiferos, es capaz de incorporar tejido
nervioso o endocrino externo, a sistemas neuronales establecidos
y modificar de esta manera la conducta del animal que recibe el
trasplante. Es importante sefalar, que el estudio de los
trasplantes al sistema nervioso central no forma una disciplina
cientifica o un campo de estudio, sino que constituye una
herramienta para comprender los mecanismos y alteraciones de este

sistenma.
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TERMINOLOGIA

Los trasplantes se clasifican de acuerdo a la relacidn
genética entre el animal donador y el animal receptor
(hospedero u hospedador). Cuando el donador y el hospedero son el
mismo individuo los trasplantes son 1lamadoa autotrasplantes.
Cuando el animal donador y el animal hospedero son individuos
diferentes, pero son genéticamente idénticos se utilizan los
términos sintrasplante o isotrasplante.Los trasplantes que se
realizan entre diferentes individuos de 1la misma especie son
llamados homotrasplantes. S§i el animal donador y el animal
hospedero son distintos genéticamente pero son de la misma
especie, los trasplantes son llamados alotrasplantes. Cuando el
donador y el hospederc pertencen a especies diferentes se utiliza
el término heterotrasplante. Xenotrasplante se utiliza para
designar a los trasplantes entre especles de diferentes ordenes
filogenéticos. En condiciones normales los homotrasplantes,
alotrasplantes, heterotrasplantes y xenotrasplantes produciran
una respuesta de rechazo inmunoldgico en el animal hospedero,
mientras que los autotrasplantes y sintrasplantes no presentaran
esta respuesta. Sin embargo, en el cuerpo existen lugares (como
el sistema nervioso central) llamados sitios privilegiados en
donde la respuesta de rechazo es minima. )

Los trasplantes también se clasifican de acuerdo a =su
localizacidén. Un tejido que se toma de una regién determinada
del animal donador y se coloca en el nismo lugar en el cuerpo
del animal hospedero se 1llama trasplante homotépico -]
ortotdpico, mientras gue un trasplante que se realiza a otra drea

diferente se denomina trasplante heterotépico.
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HISTORIA
Los primeros intentos para realizar trasplantes de tejido

nervioso al sistema nervioso de los mamiferos, surgieron hace 100
afies. Sin embargo, la posibilidad de utilizar el tejido
transplantadec para reparar un dafio cerebral o inducir un cambio
conductual, se considero durante mds de 80 afios con precaucion y
escepticismo por parte de algunos investigadores, o como una
simple fantasia cientifica por otros. A continuacién se mencionan
algunos hechos importantes de la historia de los trasplantes,
tanto de tejido nervioso como de tejido endocrino, al sistema
nervioso de los mamiferos:

1890 W.G. Thompson USA Primer intento de
transplantar tejido
adulto del SNC al
cerebro.

1898 J.Forsaman Suecia  Primer reporte de los
efectos neurotréficos
del tejido que se
trasplanta. ’

1905 S. Saltykow Suiza Primer intento de
trasplantar tejido
cortical neonatal al
cerebro. .

1907 G.del Conte Italia Primer intento de

transplantar tejido
embrionario al cerebro.

1909 Ww. Ranson USA Primer trasplante
exitoso de ganglio
espinal al cerebro.

1911 F. Tello Espafa Primer trasplante
exitoso de nervio
periférico al cerebro.
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1513
1914

1917

1921

1924

1930

1940

1945

1945

1957

G. D’Abundo

R. Altobelli

E. Dunn

Y. Shirai

G. Faldino

R.M. May

W.E. LeGros Clark

R. M. May

H. 5. N. Greene

B. Flerko
J. Szentagotahi

19

Italia

USA

Japoén

Italia

Primeros intentos por
trasplantar tejido
nervioso adulto al
cerebro de mamiferos
adultos.

Primer trasplante
exitose de tejido
neonatal al cerebro.

Primera demostracion del
cerebro como sitio
inmunologicamente
privilegiado.

Primer trasplante exitoso
de tejido fetal a 1la
cdmara anterior del ojo

Francia Primer trasplante

Inglaterra

exitoso de tejido
nervioso neonatal a la
cdmara anterior del ojo

Primer trasplante exitoso
de tejido fetal al
cerebro de neonatos.

Francia Primer co-trasplante

USA

exitoso de tejido
nervioso neonato y
nervio ciatico en la
cAmara anterior del ojo.

. Primer trasplante

exitoso de tejido
embrionario humano a la
cédmara anterior del ojo.

Hungria Primer trasplante

intraventricular
exitoso de tejido
endocrino,



1963 R. Alvadrez-Buylla México Primer trasplante de
tejido endocrino al
parénguima del sistema
nervioso central (hipo-

tdlamo).
1971 G. D. Das UsA Primer trasplante
J. Altman exitoso de neuroblastos

al cerebro de mamiferos
en desarrollo.

1976 U. Stenevi Suecia Primer trasplante
A. Bjorklund exitoso de células
N. Svengaard monoaminergicas al
cerebro adulto de
mamjferos.

En 1979, se inicid una nueva etapa cuando de manera
independiente, dos grupos de investigacién demostraron por
primera vez' que los trasplantes de tejido fetal pueden aliviar
las alteraciones inducidas por un dafioc en el cercbro adulto de
los mamiferos. Perlow et al (1979) demostraron que los
trasplantes de tejido dopaminérgico fetal colocados en el
ventriculo lateral, producian una disminucién del 40%, en la
conducta de giro inducida por apomorfina. Al mismo tiempo,
Bjorklund y Stenevi (1979) encontraron que los trasplantes de
tejidc dopaminérgico fetal, colocados en una cavidad cortical por
encima del estriado dorsal, podian compensar 1la conducta de giro
inducida por anfetamina e incluso algunos animales invertian la
direcelén de la conducta de giro. Resultados similares se
encontraron con la administracion intraestriatal de células
nigrales en suspensién en animales lesionados con 6-0HDA
(Bjorklund et al 1980b; Dunnet et al, 1983). Estos resultados

estimularon a otros investigadores para estudiar la posibilidad
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de que otro tipo de tejido pudiera inducir recuperacion. De esta
manera se eligic a las células cromafines de la wmédula adrenal
que producen y liberan catecolaminas, Los trasplantes de médula
adrenal que se obtienen de animales adultos jovenes y que se
colocan en el ventriculo lateral de ratas con lesidén unilateral
de la via nigroestriatal, inducen una reduccidén de la conducta de
giro (40%) producida por la administracién de apomortina (Freed
et al, 198l1) ¢ por la administracién de anfetamina (52%) (Becker
y Freed, 1988), Es importante sefialar que la colocacién del
trasplante de médula adrenal en el parénquima del cstflado no
produce una disminucién significativa de esta conducta motora,
debido a la pobre sobrevivencia de las células cromatfines
(Freed, et al 1986). Sin embargo, si el factor de crecimineto
neuronal se administra localmente, se observa un efecto opuesto
(Stromberg et al, 1985). Otra posibilidad de obtener tejido
donador esta relacionada con las lineas celulares en cultivo, que
ofrecen la ventaja de su disponibilidad en cualquier momento. La
mas estudiada es la linea celular Feocromocitoma (PC 12) que se
deriva de un tumor de la médula adrenal de la rata. La
administracién de estas células en el estriado de ratas con
lesién unilateral con 6-OHDA, induce una disminucién temporal (dm
1 a 2 semanas) de 1la conducta de giro dependiente ds 1la
administracién de apomorfina (Hefti et al, 1985).

A partir de 1980 se ha originado un répido crecimiento de
los estudios relacionados con 1los trasplantes al sistema
nerviosc central en muchas Areas de las neurociencias, el cual
abarca tanto estudios basicos como clinicos. Gash y sladek (1980)

reportaron que el trasplante de células peptidérgicas
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hipotalidmicas, colocado en la emlnencia media de ratas coh una
deficiencia congénita de vasopresina (ratas Brattlerboro), induce
una disminucién de 1la poliuria y la polidipsia. En un modelo
experimental de la corea de Huntington, inducido por 1la
administracién intraestriatal de acido kalnico o iboténico, los
trasplantes de tejido fetal se Integran a los sistemas neuronales
del animal hospedero y favorecen la recuperacién de alteraciones
motoras y de aprendizaje (Isaccson et el, 1984; Sirinathshigji
et al, 1988; Bjorklund et al, 1988). En un modelo animal de
demencia (ratas jovenes adultas con lesién en la fimbira-fornix,
en el septum lateral o en los nuclecs basales) los trasplantes de
tejido fetal colinérgico (drea de la banda septal-diagonal)
inducen un mejoramiento en tareas de aprendizaje y memoria (Low
et al, 1982; Dunnet et al, 1982; Bjoklund et al, 1988).

A pesar de estos resultados, la utilizacién de los
trasplantes no siempre proporciona un efecto benéfico . El tejido
fetal del hipocampo que se coloca en una cavidad en ratas con
lesidn unilateral de la fimbria-fornix o en el parénquima
hipocampal, actua como un "foco epiléptico"” cuya actividad
eléctrica se propaga a las areas adyacentes y como consecuencia .
los animales presentan convulsiones (Buzaki et al, 1988; Buzaki
et al, 1989), En la rata, la memoria espacial y la percepcicn
olfativa son disminuidas por la extirpacidn del bulbe olfatorio
(Amemori et al, 1989); estas deficiencias aumentan con la
utilizacién de trasplantes de substancia negra o de bulbo
olfatorio (Amemori et al, 1989)., La 1lesién de la corteza

prefrontal induce un aumento en la actividad locomotora y
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defjciencias en la ejecucién de la alternancia espacial retardada
(laberinto en T) y en la navegacién espacial (prueba de Morris):
estas alteraciones se incrementan en animales que reciben
trasplantes de tejido fetal cortical (Dunnett et al, 1987).
Estos resultades indican que los trasplantes pueden llegar a
interferir e incluso impedir la recuperacisén de los animales. Los
mecanismos que determinan si un trasplante de tejido nervioso
fetal produce efectos benéficos o daifinos en el animal
hospedero no se conocen.

Los estudios mencionados son una muestra pequefia de la gran
cantidad de trabajos que han utilizado los trasplantes en
diferentes 4reas de las neurociencias. El lector interesado puede
consultar los libros editados por Bjorklund y Stenevi (1985),
Gash y Sladek (1988) y Dunnett y Richards (1990). Sin embargo, el
interés prineipal de los investigadores se ha dirigido hacia el

posible uso terapéutico de los trasplantes,

LA UTILIZACION DE LOS TRASPLANTES COMO HERRAMIENTA
TERAPEUTICA

La carencia de un tratamiento médico efectivo asi como la
severidad de los sintomas de las enfermedades degenerativas d;l
sistema nervioso central, han estimulado la posible aplicacién
terapéutica de los trasplantes. De esta manera, la enfermedad de
Parkinson ha sido hasta el momento, el desorden neurodegenerativo
que nds se ha estudiadc en modelos animales y en pacientes
humanos.

Los resultados obtenidos con la utilizacidén de trasplantes
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de médula adrenal, alentaron a los investigadores para implementar
una posible terapia para la enfermedad de Parkinson. El empleo de
este tejido, evita el rechazo inmunoldgico y su disponibilidad
se favorece ya que el mismo sujeto es el donador y el
receptor y con ello se evita la utilizacién de tejido fetal
humano. El primer intento por implementar esta terapéutica
surglé en Suecia en 1982-1983. Es importante destacar que en
aquel tiempo, aun no se habla descrito los efectos neurotdxicos
del MPTP, y por ello la informacién que se tenia con respecto a
los trasplantes se originaba del modelo de hemiparkinsonismo con
6-0HDA en roedores. Los primeros dos pacientes humanos recibieron
un trasplante autologo (autotrasplante) de médula adrenal en el
nicleo caudado derecho; el resultado fue un ligero mejoramiento
en la rigidez y movimiento de los brazos gue duro 2 meses, pero
tiempo después los paciente no mostraron diferencias con respecto
a su estado preoperativo (Backlund et al, 1985). A pesar de estos
‘resultados, el mismo grupo de médicos suecos realizé en 1985 dos
operaciones en las cuales los pacientes recibieron un trasplante
autologo de médula adrenal que se colocdéd en el putamen derecho
(Lindvall et al, 1987). Se escogié este nicleo debido a gque los
pacientes con enfermedad de Parkinson presentan una mayor
disminucién de dopamina en el putamen que en el micleo caudado
(Kish et al, 1988). Uno de los pacientes presenté un
mejoramiento transitorio en la ejecucién de tareas motoras que no
duré mas de dos meses, mientras que el otro enfermo no mostro una
mejoria significativa (Lindvall et al, 1987). Al mismo tiempo que
este trabajo se realizaba, un grupo de investigadores mexicanos

encabezados por Ignacio Madrazo y René Drucker-Colin realizaron
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un autotrasplante de médula adrenal al nicleo caudado derecho que
produjo una mejoria significativa de la rigidez, la acinecia y el
temblor de los pacientes (Madrazo et al, 1987). Este efecto se
observé a los pocos dias después de la operacidén y se mantuvo a
lo largo de 10 meses de observacién (Madrazo et al, 1987). A
partir de estos ultimos resultados, el autotrasplante de médula
adrenal se ha utilizado como terapéutica en poco mas de 2300
pacientes en Canada (Petruk et al, 19%0), China (Jiac et al,
1988), Cuba (Molina, 1990), Espafia (Lopéz-Lozano et al, 1990),
Estados Unidos (Goetz et al, 1990; Penn et al, 1990; Lieberman et
al, 1990) e Italia (Pezzoli et al, 1950). Sin embarge los
resultados de este enfoque terapéutico, no han sido uniformes. El
grupo mexicano (Madrazo et al, 1987) y el grupo chino (Jiao et
al, 1988) han reportado una recuperacion significativa y duradera
en los sintomas de la enfermedad de Parkinson, mientras que otros
grupos no han cbservado estos resultados (Goetz et al,1990).
Estas discrepancias han originado una serie de criticas
metodolégicas (Lewin, 1988), algunas de ellas sarcasticas
(Landau, 19%0) sobre esta terapéutica. Algunas autores afirman
gue la mejoria que se observa en los pacientes, no se debe a la
actividad fisioldgica del trasplante sino al dano producido po}
la intervencién quirirgica (Sladek y Shoulson, 1988; Landau,
1990) .

Por otro lado, con el propésitoc de obtener mejores
resultados terapéuticos, se ha empleado tejido fetal humano del
mesencéfalo ventral (Madrazo et al, 1988; Freed et al, 1990;

Lindvall et al, 1990). Poco mas de 100 pacientes con enfermedad
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de Parkinson han recibido este tratamiento. Sin embargo, los
resultados tampoco son alentadores. En general, se ha observado
una mejoria moderada de los sintomas motores y en ningun casoc se
ha reportado la desaparicién de estos sintomas (Lindvall 1991),
pese al que se ha demostrado que las células dopaminérgicas del
tejido fetal humano, sobreviven en los pacientes y presentan una
actividad metabdlica elevada (Lindvall et al, 1950).

Las diferencias en la manera de evaluar los sintcmas de
los pacientes, asi como en las técnicas quirirgicas utilizadas
por los grupos de investigacién han hecho dificil evaluar los
resultados obtenidos. Este podria explicar las discrepancias que
se han reportado. Por ello, en mayo de 1991 representantes de 25
grupos provenientes de 11 paises europeos se reunieron en Francia
para formar una red de informacién llamada NECTAR (Network of
European CNS Transplantation and Restoration) que tendrd como
uno de sus objetivos principales, unificar criteriocs en los
protocolos de los estudios clinicos y preclinicos para poder
comparar los resultados obtenidos.

Es un hecho que los mecanismos de los trasplantes de médula
adrenal o substancia negra al sistema nervioso central de los
pacientes con enfermedad de Parkinson aun no se conocen. Muchas
preguntas bisicas (vgr. qué cantidad de tejido se debe de
trasplantar?) ain no tienen respuesta. Esta situacién refleja la
precipitacién con que se han utilizado los trasplantes como
herramienta terapéutica. De esta manera, surge la necesidad de
realizar maAs estudios preclinicos (como el que se presenta en
esta tesis) con los modelos animales de las enfermedades

degenerativas del sistema nervioso. Algunos autores censideran
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que debido a las caracteristicas patoldgicas de la enfermedad de
Parkinson (lesiones restringidas y blen definidas desde un punto
de vista histeldgico ), los resultades obtenidos con los
trasplantes de médula adrenal o substancia negra ofrecerdn © no
en el futuro, alternativas terapéuticas para otros trastornecs
neurodegenerativos come la enfermedad de Alzhamier o la corea de

Huntington (Quinn et al, 1989).

POSIBLES MECANISMOS DE ACCION DE LOS TRASPLANTES.

Los mecanismos por los cuales los trasplantes al sistema
nervioso central ejercen sus efectos no son conocidos. Es obvio
que no puede existir un mecanismo comin, debido a la variedad
de tejidos que se emplean y a la capacidad que tienen los
elementos celulares para interactuar con el tejido hospedero. A
la fecha se han descrito los siguientes mecanismos para describir
las relaciones trasplante-hospedero:

1.= Mecanismos no especificos o negativos, producidos por
la implantacién quirurgica. Dentro de esta clasificacién se
incluye el incremento en el volumen del trasplante, la
deformacién ventricular y las alteraciones en la barrera
hematoencefdlica.

2.- Substancias tréficas. Las células del trasplante pueden
elaborar y secretar moléculas trdficas, que permitirian avitar
el dafio de las células del hospedero inducido por una lesidn o
promoverian la regeneracfon de los procesos neuronales (Bjoklund
et al, 1987). Por otro lado, se ha demostrado que un dajio al

parénquima cerebral del animal hospedero p}ovoca en el 4rea
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afectada la aparicién de substancias tréflcas que favorecen el
desarrollo del trasplante (Nieto-Sampedro et al, 1983; Cotman et
al, 1985). La especificidad de estos mecanismos puede regularse
por receptores especializados de las células del hospedero o del
trasplante (Gage y Fisher, 1991).

3.~ Liberacién de neurotrasmisores u hormonas., Las células
del trasplante pueden elaborar y secretar estas substancias, para
reemplazar st carencia que se provoca por una lesidn (Bjorklund
et al, 1987). Como en el caso anterior, la especificidad puede
determinyse por cierto tipo de receptores y la regulacion de la
concentracion de las substancias puede influirse por el nudmero
de células que se trasplantan y la distancia del trasplante al
sitio blanco (Gage y Fisher, 1991).

4.~ Reinervacidn del tejido hospederc por el trasplante.
las células trasplantadas pueden actuar como neurcnas funcionales
por medio de loa contactos sindptices que establecen con las
células del tejido hospedero (Bjoklund et al, 1987): sin embargo
no tedos estos contactos pueden ser funclonales o estar
dirigidos al sitio adecuado (Cage y Fisher, 199%1). Esta
reinervacivn se observa en regiones previamente denervadas, como
es el caso del estriado después de la administracion de 6-0HDA
(Freund et al, 1985; Mahalik et al, 1985).

5.~ Establecimiento de conexiones especificas entre el
trasplante y el tejldo hospedero. La integracién anatdémica de
los trasplantes es mayor en los animales hospederos en
desarrollo, ya que las neuronas del trasplante son capaces de
competir con los elementos neuronales del tejido hospedero, en el

establacimiento de conexiones aferentes y eferentes (Bjorklund et
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al, 1987). En contraste, los animales hospederos adultos
presentan pocas conexioﬂes aferentes y eferentes del trasplante
(Bjorklund et al, 1987).

6.- Puentes neuronales. Las células de los trasplantes
pueden actuar como "guias" que permitan la proliferacisén y
conduccion de los procesos de una 4drea dafada a un sitio distal
blanco. Se ha observadoc que la colocacidn de trasplantes del
septum, en animales con una cavidad que interrumpe la fimbria-
fornix, favorece la reinervacién del hipocampo por parte de las

células del septum (Gage y Buzaky, 1989).

CONDICIONES DE SOBREVIVENCIA PARA EL TRASPLANTE

Los trabajos realizados con trasplantes de tejido fetal han
permitido identificar una serie de condiciones que son
importantes para que el tejldo trasplantado sobreviva y se
desarrolle.

Edad.

Los trabajos experimentales han demostrado que el tejido
fetal del sistema nervioso central sélo sobrevive al proceso de
trasplante al cerebroc de un animal adulto, si es elegido en un
tiempo especifico durante el desarrollo embrionario; esta es una
condicién diferente a la que presenta el tejido del sistema
nevioso periférico que puede sobrevivir y desarrollarse si es
elegido de animales donadores adultos (Dunnett y Bjorklund,
1987). Para cada poblacién de celulasvnerviosas, este tiempo
especifico parece relacionarse con el f£inal de la mitosis, que

corresponde a un estado en que el fenotipo ya esta determinado y
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el crecimiento de neuronas es maximo (Seiger, 1985). Con respecto
a los trasplantes de substancia negra fetal, los estudios han
demostrado gque la edad adecuada para utilizar este teijido es de
15 a 17 dias de gestacisén, ya sea con la técnica de células
disociadas o utilizando un bloque de tejido (Bjorklund et al,
1980b; Simonds y Freed, 1990). El empleo de tejldo fetal con un
desarrollo mAs tardioc (19 dlas), induce poca recuperacidn en
animales con lesidn unilateral con 6-OHDA (Simonds y Freed,
1990) . Por otro lado, la edad del animal hospedador no parece
influir el desarrollo del tejido fetal que se trasplanta. Se ha
demostradc que la sobrevivencia de las células, el volumen del
trasplante y las caracteristicas histoldgicas del tejido fetal de
la substancia negra o el septum, nho presentan diferencias en
ratas viejas (21~23 meses de edad) con respecto a ratas jovenes
(10-12 semanas de edad) (Gage et al, 1983a; Gage et al, 1983h;
Gage et al, 1984). La unica diferencia que se ha encontrado es
que en los animales viejos, el crecimiento de fibras que se
originan en el trasplante es inferior al que se observa en
animales jovenes (Gage et al, 1983a). A pesar de estos
resultados, otros estudios muestran que la edad del animal
hospedador puede influir en el desarrollo del trasplante. El
tejido fetal de la corteza cerebral, hipocampo, cerebelo y septum
muestra deterioro (gliosis y disminucion en el tamafio ) en
animales viejos (16-17 meses), pero ho en animales jovenmes (1,5-3
meses) cuando el tejido se coloca en la camara anterior del ojo
(Eriksdotter-Nilsson y Olson, 1989).
Substancias troficas.

La sobrevivencia del trasplante depende entre otros factores,
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de la capacidad del tejido embrionario para resistir periodos
prolongados de anoxia y de la presencia de substancias que
estimulan el desarrollo y la sobrevivencia de las células
nerviosas (Cotman et al, 1985; punnett y Bjorklund, 1987). Los
estudios han demostrado que el dafio mecanico o quimico en el
parénquima cerebral de animales neonatos o adultos, induce en la
regién afectada, la acumulacién de substancias con propiedades
tréficas en células en cultivo del sistema nervioso central o
periférico (Manthorpe et al, 1983; Nleto-Sampedro, 1983; Cotman
et al, 1985). La actividad tréfica del Area datada comienza a
incrementarse a partir de 6-7 dias después de la lesidén, para
posteriormente decaer (Cotman et al, 1985). Esta actividad
trofica no se presenta por el dafo de fibras mielinizadas (vgr.
cuerpo callloso) y disminuye con la distancia al lugar dahado
(Nieto-sampedro et al, 1983). Estos resultados han permitido
estudiar la influencia de la actividad tréficas sobre los
trasplantes. De esta manera, se ha demostrado que las substancias
tréficas parecen favorecer el desarrollo del tejido fetal que se
trasplanta a una cavidad previamente hecha (7-8 dias) (Cotman, et
al, 1985). Este periodo coincide con 4quel en el gue se observa
una mayor actividad tréfica. Por otro lado, se ha observado gque
el trasplante de elementos no neuronales (vgr. astrocitos
purificados o Gelfoam obtenido de zonas danadas en el cerebro de
un animal) a 1la corteza frontal lesionada, inducen 1la
recuperacién en una tarea de aprendizaje (alternacién reforzada)
similar a la que se observa por un trasplante neural homotépico

(Cotman y Kesslak, 1988). Estos ultimos resultados sugieren que
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los efectos fislolégicos de los trasplantes no pueden ser
atribuidos exclusivamente a los elementos neurales del tejido
fetal. En los ultimos afos se ha tratado de identificar gue
factores troficos estan involucrados en la recuperacion de una
deficiencia. En el modelo de hemiparkinsonismo con 6~0HDA, la
administracién intraestriatal del factor de crecimiento
nervioso (NGF} en animales con trasplante de médula adrenal,
produce un mayor decremento en la conducta de giro, gue los
animales que sélo recibieron un trasplante de médula adrenal; la
administracién tnica de NGF no induce ningun efecto
(Stromberg et al, 1985a; Pezolli et al, 1988). La administraciocn
intraventricular del factor de crecimiento epidérmico (epidermal
growth factor) favorece la sobrevivencia y la reinervacién del
estriado por parte de las células de la substancia negra compacta
cuyos axones se han cortado previamente por una lesién
mecinica (Pezzoli et al, 18991). Por otro lado, el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDGF) aumenta el tiempo de
sobrevivencia de células fetales dopaminérgicas en cultive y las
protege de los efectos tdxicos del MPTP (Hyman et al, 1991).

Sitio de trasplante.

El sitio de trasplante debe estar vascularizado de manera
abundante, para favorecer la incorporacibn rapida del tejido que
se transplanta al animal hospedador (Stenevi et al, 1976): La
piamadre en la fisura coroidal, los plexos coroideos en 2los
ventriculos cerebrales o el iris en la camara anterior del ojo,
son considerados sitios naturales que cumplen esta condicién.
Stenevi et al, (1976) desarrollaron una técnica gue consiste en

la formacidn artificial de lechos vasculares por medio de
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cavidades en el parénquima cerebral del animal hospedador, que
permiten la sobrevivencia del trasplante. Por otro lado, el
sistema ventricular del sistema nervioso central proporciona un
espacio en donde el trasplante se coloca, sin daitar el
parénguima cerebral y puede actuar como un medio de transporte
para las substancias neuroactivas que favorescan la sobrevivencia
del tejido (Freed, 1985). Por ultimo, las suspencliones de
ceélulas disociadas pueden sobrevivir cuande se colocan en
cualquier sitio del parénquima cerebral (Bjorklund and Stenevi,
1979; Bjorklund et al, 1980b; Bjorklund et al, 1983); inclusoc se
ha demostrado que el sistema ventricular es un sitio adecuado
para el desarrollo de las céluylas disociadas (Nishino et al,
1986h) .

Factores inmunoloégicos.

Por mucho tiempo se ha considerado al cerebro como un sitio
inmunologicamente privilegiado; esto significa que es una regién
en donde la probabilidad de rechazar un trasplante es menor si se
compara con otras regiones del cuerpo del hospederc (vgr. sitios
subcutdneos) (Baker y Billingham, 1977). Este privilegio
inmunolégico se debe a la accién combinada de varios factores
como la existencia de la barrera hematoencefalica, la ausencia de
leucocitos dendriticos (células presentadoras de antigenos) en el
sistema nervioso central y la reducida expresion de las moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad en las células del
trasplante (Sloan et al, 1991). Sin embargo, esta condicién no
siempre se cumple, ya que existe un rechazo cuando el tejido que

se transplanta y el animal hospedero tienen diferencias en sus
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caracteristicas de histocompatibilidad (lund et al, 1989). La
utilizacion de.farmacos inmunosupreseores (como la ciclosporina A)
atenla el proceso de rechazo, favoreciendo con elle el desarrollo
y diferenciacién de los xenotrasplantes (Brundin et al, 1985;

Lund et al, 1989). \
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vias nerviosas son fijas e
inmutables; todo puede morir,
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INTRODUCCION

La mayor parte de los estudios cc;n trasplantes de tejido
fetal al cerebro adulto, se han realizado en animales con
lesiones de sistemas neurcanatémicos especificos. Unos de los
sistemas que mas atencién ha recibido por parte de los
investigadores, es el sistema dopaminérgico mesoestriatal. Las
razones de ello han sido la selectividad para destruir este
sistema con neurotoxinas (6-OHDA o MPTP), la secuela conductual
inducida por la lesién que es simple de evaluar y el conocimiento
anatémico que se dispone de este sistema en roedores. Estas
caracteristicas han permitido 1la evaluacién de los trasplantes
que contienen células dopaminérgicas. En realidad, estas células
provienen de la substancia negra compacta y del 4rea ventral
tegmental, es decir del mesencéfalo ventral: es imposible
separar estos dos nucleos en el momente de extraer el tejido
fetal. La mayoria de los autores prefiere llamar a este tejido
trasplantes de substancia negra y por ello esta denominacién se
enpleard a 1lo largo de esta tesis.

Cuatro técnicas diferentes se han utilizade para trasplantar
tejido fetal de la substancia negra al sistema nervioso del
animal hospedero (Fig. III. 1). La primera técnica que se
desarrolld consiste en utilizar la camara anterior del ojo cou‘no
sitio de trasplante (Olson et al, 1979) (Fig. III. 1). Esta
técnica intraocular no permite conocer de manera precisa las
relaciones anatoémicas y fisioldgicas entre las células del
trasplante y el tejido del animal hospederoc. Otra técnica
consiste en hacer una cavidad donde se coloca el trasplante y la

cual permite que éste tenga contacto directo con la superficie
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dorsal o lateral del estriado (Stenevi et al, 1976) (Fig. III. 1).
Esta cavidad se prepara con anticipacion a la colocacisn del
trasplante (3-6 semanas); de lo contrario éste no sobrevivira

(stenevi et al, 1976). Otra técnica consiste en colocar el tejido
fetal en el ventriculeo lateral, en contactoc con el liquide
cefalorraquideo (Perlow et al, 1979; Freed, 1985)(Fig. III. 1).
Edtas dos técnicas permiten la utilizacidén del tej)ido fetal en
bloque; esto constituye una limitacidn ya que el tejido no puede
ser colocade en areas del parénquima cerebral, Sin embargo, las
células del tejido fetal pueden disociarse al ser incubadas con
tripsina y se pueden administrar en suspencién ( 2-5 ul} en
cualguier region del sistema nerviose central (Bjorklund et al,

1983; Schmidt et al, 1981) (Fig. III. 1).

ESTUDIOS ANATOMICOS
Los primerc estudios de trasplantes de substancia negra
fetal, utilizaron la técnica de histoflourecencia para demostrar
la inervacidn al estrisdo denervade (Bjorklund y Stenevi, 1979;
Peerlow et al, 1979; Bjorklund et al, 1980a; Freed et al, 1980).
Las células dopaminérgicas en los trasplantes de tejido sélido
(en bloque), se diferencian y forman una distribucidén en una sola
capa, con procesos que se extienden perpendicularmente con
respecto a ella (Bjorklund et al, 1980a). Esta organizacién es
similar a la que se observa en la substancia negra compacta. Los
.estudios de microscopia electrdnica muestran que las células de
los trasplantes de substancia negra presentan caracteristicas

gsimilares (organélos citoplasmiticos y nucleos redodndos ne
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densos) a las que se obgservan en la subtancia negra compacta de
animales intactos (Nishino et al, 1986a)., El crecimiento de las
fibras que surgen de estos trasplantes puede llegar hasta 2 mm de
penetracion en el estriado denervado (Bjorklund et al, 1980a;4
Freed et al, 1980; Freed, 1983), pero es limitado en 4dreas que no
reciben inervacién dopaminérgica, como la corteza parietal
(Bjorklund et al, 1983). En el caso de las células en suspensién
inyectadas en el parénquima del estriado denervado, éstas se
agrupan en el sitio de inyeccidn o a lo largo del tracto de la
cAnula, aunque algunas de ellas se desplazan de estos dos
lugares. Los estudios que han utilizade inmunocitoquimica para
la tirosina hidroxilasa, confirman el crecimiento de fibras
(Stromberg et al, 1985b) y han identificado teminales sinspticas
que terminan en las células estriatales y que se originan de

fibras provenientes del trasplante (Mahalik et al, 1985)(Fig.
IXI. 2). Con la utilizacién de la microscopia electrénica, se ha
observado que los procesos que se originan del trasplante, forman
sinapsis en las neuronas espinosas medias del estriado, que
proyectan a la susbtancia negra (Freund et al, 1985) (Fig. III.
3) . Estos trabajos sugieren la incorporacién del trasplante a los
circuitos neuronales estriatales (Fig. III. 3). Por otro lado,
las fibras que se originan de los trasplantes, forman patrones de
histoflourecencia, similares a los gque se presentan en el

sistema dopﬁminérgico nigroestriatal intacto (Bjoklund et al,
1980a) y de acuerdo a criterios morfoldgicos, la organizacidn
dendritica presente en los trasplantes es similar a la que se
observa en la substancia negra de animales sin lesidn (Mahalik et

al, 1985). Una lesioén cortical producida por aspiracién, induce
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FI1G. 111, 2, REINERVACION DEL ESTRIADO DENERVADO POR PARTE DE
1.0S TRASPLANTES DE SUBSTANCIA NEGRA, EN ESTE ESTUDIO SE UTILIZC LA
INMUNOREACTIVIDAD A LA TIROXINA HIDROXILASA PARA IDENTIFICAR LOS
PROCESOS QUE SE ORIGINAN EN EL TRASPLANTE.

A.- ESTRIADO VENTRAL A UNA LESTON IPSILATERAL CON 6-OHDA, NO SE
OBSERVARON FIBRAS, R ,

B.- ESTRIADO DORSAL IPSILATERAL A UNA LESION CON 6-OHDA Y PROXIMO

A UN TRASPLANTE, SE OBSERVARON PROCESOS PROVENIENTES DE LAS CELULAS
DEL TRASPLANTE,

€.~ ESTRIADO CONTRALATERAL A LA LESION CON 6-OHDA,

D.- MICROGRAF[A DE BAJA RESOLUCION QUE ILUSTRA LA RELACION ENTRE EL
TRASPLANTE (PARTE SUPERIOR) Y EL ESTRIADO DORSOMEDIAL DENERVADO
(PARTE INFERIOR). TOMADO DE MAHALIK ET AL. 1985,
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CELULA COLINERGICA

TRASPLANTE DE SN

FIG. IIT.3
CONEXIONES SINAPTICAS EN EL ESTRIADO

A. ANIMALES NORMALES. LAS NEURONAS EFERENTES ESTRIATALES RECIBEN CONEXIONES
DE LA CORTEZA Y EL TALAMO. ESTA ENTRADA ES INFLUENCIADA POR LAS PROYEC-
CIONES PROVENIENTES DE LA SUBSTANCIA NEGRA (SN) Y EL AREA VENTRAL TEGMENTAL
(VTA) QUE TAMBLEN TERMINAN EN LAS CELULAS EFERENTES ESTRIATALES. LAS CO-
NEXIONES DE SUBSTANCIA NEGRA Y EL AREA VENTRAL TEGMENTAL SOBRE LAS CELULAS
COLINERGICAS ESTRIATALES NO ESTAN BIEN DEFINIDAS.

B. ANIMALES LESIONADOS CON 6-OHDA Y CON TRASPLANTE DE SUBSTANCIA NEGRA. DESPUES
DE LA LESION, LAS NEURONAS EFERENTES ESTRIATALES PLERDEN LA INFLUENCIA DE
SN y VIA. LA UTILIZACION DE LA INMUNOREACTIVIDAD PARA TIROXINA HIDROXILASA
Y LA MICROSCOPIA ELECTRONIGA HA DEMOSTRADO QUE LOS TRASPLANTES DE SUBSTAN-
CIA NEGRA MANDAN FIBRAS QUE RODEAN EL SOMA DE LAS CELULAS GIGANTES, IDEN-
TIFICADAS COMO COLINERGICAS. ADEMAS. ESTAS FIBRAS DEL TRASPLANTE ESTABLE-
CEN CONTACTOS SINAPTICOS CON LAS CELULAS EFERENTES ESTRIATALES, DE MANERA
SIMILAR A LAS QUE SE OBSERVAN EN LOS ANIMALES NORMALES. LOS SIMBOLOS + y =~
INDICAN LA INFLUENCIA EXCITADORA E INHIRIDORA QUE SE CONOCE.

(Tomado de FREUND et al, 1985).
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un incremento en la reinervacién del estriade dorsal por parte de
los trasplantes de substancia negra fetal colocados en el
ventricule lateral (Freed and Cannon-Spoor, 1988).

Por otra parte, existe controversia con respacto a 1la
posibilidad de gue el tejido delganimal hospederoc sea capaz de '
inervar a los trasplantes de substancia negra y de esta manera
regular la liberacién de dopamina. La inyeccién del marcador
retrogrado peroxidasa de rabano-aglutinina de germen de trigo,
dentro del trasplante, no produce marcaje de las células del
estriado, globo pélide o micleos del rafé (Freund et al, 1985).
Otro trabajo indica la presencia de terminales sindpticas
aferentes {imunoreactivas a la substancia P y a la GAD) dentro del
trasplante, en células marcadas con anticuerpos en contra de la
tiroxina hidroxilasa; sin embargo en este trabajo se determind
que estas terminales sindpticas se originaban de células
localizadas dentro del trasplante y no de células del tejido
hospedero (Bolam et al, 1987). En contraste a estos datos, otro
estudio demostréd que algunas fibras se marcaron en el trasplante
de mesencéfalo ventral, después de la Iinyeccidén del marcador
anterdgrado Phaseous Vulgaris leucoaglutinina en la corteza
anteromedial del animal hospedero (Doucet et al, 1990). Estos
resultados sugieren la posibilidad de gque el tejido del animal

hospedero regule la actividad del trasplante.

ESTUDIOS ELECTROFISIOLOGICOS.
El registro unitario extracelular en trasplantes de

substancia negra fetal colocados en el ventriculo lateral o en el
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estriado, demuestra que las células del explante (tejido
transplantado) presentan potenclales de accidn, frecuencias y
patrones de disparo similares a aquéllos que tienen las células
dopaminérgicas de la substancia negra compacta (Wuerthele et al,
1981; Fisher et al, 1991)(Fig, III, 4). La administracidén local
de agonistas o antagonistas dopaminérgicos, alteran la actividad
de las células registradas (Wuerthele et al, 1981). Resultados
similares se han encontrado en las células identificadas como
dopaminérgicas, que se trasplantaron al nucleo caudado de gatos
en libre movimiento (Trulson y Hosseini, 1987). Sin embargo en
este ultimo estudio, las células registradas tenian una
frecuencia de disparo mayor a la que se cbserva en la substancia
negra compacta y no presentaban un decremento en la amplitud de
las espigas durante el registro. En otro estudio, el registro
extracelular de células mesencefslicas disociadas que se
colocaron en el estriado, mostréd que las neurcnas identificadas
come células dopaminérgicas presentan una duracidn mayor en sus
potenciales de accién, con respecto a las neuronas dopaminérgicas
de animales adultos lntactos (Fisher et al, 1991). Por otro
lado, los trasplantes de substancia negra fetal contienen,
células con caracteristicas electrofigiolégicas diferentes a las
células dopaminérgicas  (Arbuthnott et al, 1985). que se han
identificado c¢omo neuronas pertenecientes a la substancia negra
reticulada y a la formacidén reticular mesencefilica (Fisher et
al, 1991). Es importante seflalar gque estas células no
dopaminérgicas se presentan en un mayor nimero en animales gque no

muestran disminucidn en la conducta de giro (Arbuthnott et al,
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J=Electrodo de multibarril

FIG. III, 4, REGISTRC ELECTROF [S10LOGICO DE
TRASPLANTES DE MESENCEFALO VENTRAL (SUBSTANCIA
NEGRA)} COLOCADOS EN EL VENTRICULO LATERAL (A),
PARTE DE LA CORTEZA Y EL CUERPO CALLOSQ (CC)

SE EXTIRPARON PARA PERMITIR LA COLOCACION DEL
ELECTRODO DE MULTIBARRIL EN EL TRASPLANTE. TRES
EJEMPLOS DE POTENCIALES DE ACCION QUE SE REGIS-
TRARON EN LAS CELULAS DEL TRASPLANTE SE PRESEN-
TAN (B). LA FRECUENCIA Y DURACION DE ESTOS PO-
TENCIALES DE ACCIQN SON SIMILARES A LAS GQUE SE
OBSERVAN EN LAS CELULAS DE LA SUBSTANCIA NEGRA
COMPACTA DE ANIMALES NORMALES, (MODIFICADO DE
WUERTHELE ET AL, 1981)

S = SEPTUM
Cp= ESTRIADO

40A



1985). Tanto las células con caracteristicas electrofisioldgicas
similares a las neuronas dopaminérgicas como aquéllas gue no
presentan estas caracteristicas, pueden ser activadas de manera
antidrémica, lo que suglere que la inervacién al neocestriado
denervado, por parte del tejido trasplantado, no es sélo de las
células dopaminérgicas (Arbuthnott et al, 1985). Cabe destacar
que en los animales sin lesidén, la via nigroestriatal contiene
fibras que no son dopaminérgicas y que tienen su origen en la
subgtancia negra compacta (Van der Kooy et al, 1981). Por otra
parte, la actividad electrofisiolégica de las c¢élulas
estriatales se incrementa después de la lesldén de la via
nigroestriatal; sin embargo, las células estriatales cercanas al
trasplante (en una 4rea no mayor de 1 mm) presentan una tasa de
disparo menor y son sensibles a la aplicacién de fenilciclidina,
que aquellas células estriatales que estan mas alejadas del
trasplante (2 mm)(Stromberg et al, 198Sh).

En xenotrasplantes de tejido fetal humano que contienen
a la substancia negra, se ha demostrado gque las células
dopaminérgicas presentan patrones de actividad eléctrica
espontdnea (potenciales de accioén bi o trifasicos, con duracién
mayor de 1.5 mseg y una frecuencia de 0.1 a 10 espigas/seg )
similares a los encontrados en células dopaminérgicas de ratas
8in lesién (Van Horne et al, 1990; Stromberg et al, 1991). La
aplicacién 1local de cis-flupentixol a estas células
dopaminérgicas induce un aumneto en su tasa de disparo, lo que
que sugiere la presencia de receptores dopaminérgicos (Stromber

et al, 1991).
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ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Los primeros trabajos demostraron que los trasplantes
intraventriculares de substancia negra fetal, incrementaban la
concentracién de dopamina (30% con respecto a animales lesiocnados,
con 6-OHDA) solo en las dreas estriatales cercanas al trasplante
(Freed et al, 1980). Con la técnica de las células disociadas,
también se ha demostrado un incremento en la concentracion de
dopamina (30% con respecto al grupe control) a lo largo del
estriado (Dunnett et al, 1986).

con la wutilizacién de 1la técnica de nicrodialisis
intracersbral, gque permite determinar 1la liberacidén in vivo de
una substancia neurcactiva, se ha demostrado que la concentracién
de dopamina aumenta de 40% a 85% en animales que reciben el
trasplante, con respectoc a animales con laesién con 6-0OHDA
(Zetterstrom et al, 1986; Strecker et al, 1987) (Fig. III. 5) o
se incrementa 33% con respecto a animales sin lesién (Rioux et
al, 1991a). Es importante mencionar que en estos trabajos la
medicién de la liberacién de dopamina, no fue inducida por
agentes farmacol6gicos y que el numero de células dopaminérgicas
asi como el grado de reinervacidén cse relacionan de manera
directa con la cantidad de dopamina que se libera (Zetterstrom et
al, 1986; Strecker et al, 1987; Rioux et al 1991a).

Con la utilizacidén de técnicas electroquimicas como la
voltametria, se ha determinado que los trasplantes de substancia
negra fetal presentan un patrén de liberacién de monoaminas,
inducido con +K, similar al que se observa en ratas sin laesidn y

que es dependiente de la cercaﬁia al trasplante (Rose et al,
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-

TRASPLANTES DE
SUBSTANCIA
NEGRA

F16, III. 5 ESTE DIBUJO MUESTRA LA TECNICA DE
MICRODIALISIS QUE SE UTILIZA PARA DETERMINAR LA
LIBERACION IN VIVO DE UNA SUSBSTANCIA NEUROACTIVA.
LA MEMBRANA DE DIALISIS EN ESTRIADO ESTA RODEADA
DE TRASPLANTES DE SUBSTANCIA NEGRA. MAS DETALLES
EN EL TEXTO., TOMADO DE STRECKER ET AL. 1987,
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1585). Con la misma técnica, otro estudio ha mostrado que 1la
éehal voltamétrica correspondiente a la dopamina, va adquiriendo
valores similares a los observados en animales intactos a
partir de la sexta semana después de la implantacidn del
trasplante (Forni et al, 1989); estos valores permanecieron min
cambio hasta el final del experimento (14 semanas) lo que sugiere
una liberacion constante de dopamina (Forni et al, 1989).

Como ya se menciond anteriormente, la destruccién unilateral
del sistema dopaminérgico nigroestriatal con 6-OHDA produce un
incremento en el numero de receptores dopaminérgicos en el
neoestriado denervado. En estudios de autorradiografia
cualitativa se ha demostrado que la colocacién de trasplantes de
tejido fetal dopaminérgico en el ventriculo lateral, reducen la
supersensibilidad de los receptores dopaminérgicos en la parte
dorso-medial (adyacente al trasplante) del neoestriado denervado;
este efecto sélo se observd en animales que mostraron una
disminucién en 1la conducta de giro (Freed et al, 1983; Freed et
al, 1985). Los estudio recientes que han wutilizado un analisis
cuantitativo, demuestran que este tipo de tejido fetal induce una
normalizacidén de los receptores dopamindrgicos estriatales a

valores controles, en animales con decr to en la ducta de

giro (DPawson et al, 1991; Rioux et al, 1991b).

Otros estudios han demostradec gue los trasplantes de
subtancia negra tienen diversas influencias en el estriado del
hospedero. En la rata, se ha demostrado que los receptores
opidceos u en el estriado, forman una distribucién en parches
que corresponde a los estriosomas (Carpenter, 1984). Esta

distribucién en parches desaparece cuando se lesiona el sistema
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dopaminérgico nigrcestriatal (Sirinathsingji y Dunnett, 1989).
Sin embargo, los trasplantes de substancia negra inducen un
restablecimiento de esta distribucién en parches de los
receptores u (Sirinathsingji y Dunnett, 1989). Estudios in vitro
demuestran dque la inhiblcidén que ejercen 1la células
dopaminérgicas nigroestriatales sobre 1las neuronas colinérgicas
estriatales, desaparece después de la lesidén con 6-OHDA, pero se
restablece por medio de los trasplantes (Herman et al, 1988).‘La
lesién de la via dopaminérgica nigroestriatal incrementa la
actividad de la enzima decarboxilasa del &cido glutamico (Vincent
et al, 1978). Los trasplantes de subtancia negra normalizan la
actividad de esta enzima, lo que significa que restauran el
control inhibidor sobre las células estriatales gque contienen

GABA (Segovia et al, 1989).

ESTUDIOS CONDUCTUALES.

La lesidén del sistema dopaminérgico mescestriatal, por la
administracién unilateral de la neurotoxina 6-OHDA, produce una
asimetria motora, que se incrementa por la administracidn de
agonistas dopaminérgicos (conducta de giroc). Esta alteracién
motora se puede evaluar con facilidad y es un indice de 1la
extensién de la lesidén., Los estudios han demostrado que el
trasplante de substancia negra fetal produce una disminucioén
significativa en la conducta de giro inducida por la estimulacidn
dopaminérgica de receptores, por medio de agonistas
dopaminérgicos come la apomorfina (Fig. III. 6) o una complata

recuperacién en la conducta de giro provocada por estimulantes
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A. ESTE DIBUJO MUESTRA LA LESION ,DEL SISTEMA DOPAMINERGICO NIGROESTRIATAL.
ESTA LESION PRODUCE QUE LAS CELULAS DEL ESTRIADO DENERVADO DESARROLLEN
UNA SUPERSENSIBILIDAD CON RESPECTO A LAS CELULAS DEL ESTRIADO NO LESIO-
NADO. POR ELLO, EL AGONISTA DOPAMINERGICO APOMORFINA ACTIVA EN MAYOR
EXTENSION EN EL ESTRIADO DENERVADO Y EL ANIMAL PRESENTA UNA CONDUCTA DE
GIRO EN LA DIRECCION SERALADA.

B. SI UN TRASPLANTE DE SUBSTANCIA NEGRA SE COLOCA EN EL ESTRIADO DENERVADO,
LA SUPERSENSIBILIDAD DE LAS C!-fLULAS ESTRIATALES ES MENOR Y POR ELLO EL
ANIMAL PRESENTA UNA DISMINUCION DE LA CONDUCTA DE GIRO INDUCIDA CON
APOMORFINA.

C. ESTA GRA’FICA PRESENTA EL PORCENTAJE DE DISMI’NUCIdN EN LA CONDUCTA DE
GIRO INDUCIDA CON APOMORFINA. LA DISMINUCION CON UN TRASPLANTE DE
SUBSTA}{CIA NEGRA ES SIGNIFICATIVA CON RESPECTO A UN TRASPLANTE DE NER-
VIO CIATICO, -

(Tomado de PERLOW, et al, 1979)
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dopaminérgicos como la anfetamina (Bjorklund y Stenevi, 1979;
Perlow at al, 1979; Freed et al, 1980; Bjorklund et al, 1980 a y
b; Dunnett, et al, 198la; Freed, 1983; Herman et al, 1985). El
decremento en 1la conducta de giro se correlacicha con la
disminucién en 1la supersensibilidad de 1los receptores
dopaminérgicos, con la extensién de las fibras dopaminérgicas
que se originan en el trasplante y que reinervan al estriado
lesionado (Bjorklund et al, 1980a; Schmmidt et al, 1982; Freed et
al,1983; Freed et al, 1985). El tejido del nervio ciatico, el
tejide fetal de la corteza frontal, del tectum mesencefilico, de
los nicleos del rafé o del estriado, no inducen una disminucién
de la conducta de giro (Perlow et al, 1979; Freed, 1983; Dunnett
et al, 1988). Estos ultimos datos sugieren que la recuperacidn de
la asimetria motora gque se observa en las ratas con una
depletacién dopaminérgica unilateral, es en parte, inducida por
células dopaminérgicas. En apoyo de esta idea, los resultados de
varios experimentos demuestran que el retiro del trasplante de
substancia hegra fetal o que la inyeccién de 6-OHDA en el
estriado que recibid células dopaminérgicas, reinstalan la
conducta de giro a un nivel similar al observado antes del
trasplante (Bjorklund et al, 1980a; Dunnett et al, 1988). Otro
estudio demuestra que los trasplantes de substancia negra gque se
colocan sobre el coliculo superior, establecen conexiones
funcionales con el estriado denervado a través de un segmento del
nervio ciatico, produciendose de esta manera, una disminucion de
la conducta de giro inducida por anfetamina (Gage et al, 1985).
Si la conexién que se establece por medio del nervio ciitico se

interrumpe, la conducta de giro se presenta a niveles cercanos a
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los observados antes del trasplante (Gage et al, 1985). Este
Ultimo trabajo es importante, ya que a diferencla de otros
{Bjorklund et al, 1980a; bunnett et al, 1988), el trasplante no
recibe una manipulacién experimental. El1 estriado es una
estructura heterogénea en sus funciones y la colocacidén del
trasplante de substancia negra fetal en diferentes sitios de este
niclec, ha permitido conocer el perfil de recuperacidén en los
animales lesionados. De esta manera, la colocacién de
trasplantes en el estriado dorsal induce un decremento en la
conducta de giro espontédnea o producida por la administracién de
anfetamina (Dunnett et al, 1981a), mientras gue los trasplantes
que se colocan en el estriado ventrolateral inducen una
recuperacidn sélo en la asimetria sensoriomotora (Dunnett et al,

1381b).

A pesar de la recuperacién sensoriomotora inducida por los
trasplantes de substancia negra fetal, algunas alteraciones no
son afectadas. La lesioén bilateral del sistema opamindrgico
nigroestriatal produce acinecia, negligencia sensorial bilateral,
adipcia y afagia; de estos cambios, sdlo la adipcia y la afagia
no son modificadas por este tipo de trasplante (Dunnett et al,
1983b) .

Los trasplantes de substancia negra fetal colocados en una
cavidad por encima del estriado favorecen el mantenimiento de 1la
respuesta de autoestimulacién intracraneal por parte del animal:
este efecto no se presenta cuando se utiliza trasplantes de

tejido fetal cortical (Fray et al, 1983).
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El proceso de envejecimiento produce alteraciones en les
sistemas neuroquimicos del cerebro y como consecuencia de ello se
manifiestan una variedad de alteraciones motoras. Los trasplantes
de substancia negra se han utilizado para tratar de compensar
estas deficiencias. La colocacién da tejido fetal dopaminérgico
en el estriado de animales viejos (21-23 meses de edad) inducen
una mejoria en la coordinacién motora (Gage et al, 1983b).

La administracién sistémica de L-DOPA en animales con lesidn
unilateral con 6=0HDA, produce una conducta de giro en direccién
contralateral (Ungertedt, 1971). La administracidn repetida de
este fArmaco produce un incremento en la conducta de giro (Gaudin
et al, 1990), pero el trasplante dopanminérgico de céluas
disociadas en el estriado denervado, evita este aumento (Gaudin
et al, 1990). Este resultado sugiere que los trasplantes de
substancia negra pueden impedir el desarrollo de una
supersensibilidad conductual producida por la administracién
crénica de agonistas dopaminérgicos.

El trasplante bilateral de substancia negra en el estriado
de animales sin ningun tratamienmto experimental, induce un
decremento en la locomocidén espontdnea, en la ingesta de agua y
comida asi como también un decremento en el peso corporal (Lu et
al, 1990). En contraste, la actividad vertical (las ratas se
mantienen erguidas apoyadas en sus miembros posteriores) se
incrementa por la administracién sistémica de anfetamina (Lu et
al, 1990). Estos resultados demuestran gue los trasplantes de
substancia negra se pueden integrar al tejido intacto produciendo

con ello deficiencias conductuales,
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Los trabajos mencionados en esta breve revisién, demuestran
que los trasplantes de substancia negra fetal presentan
propiedades e ‘influencias fisiolégicas similares a las que se
obgervan en la substancla negra de animales sin tratamiento
experimental. Sin embargo, los efectos de de estos trasplantes son
limitados. Esto podria deberse a que las células del trasplante
carecen de la influencia fisioldgica normal que poseen las

células de la substancia negra compacta.
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TRABAJO EXPERIMENTAL (ARTICULO ANEXO)
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ABSTRACT

Fetal substantia nigra grafts decrease turning behavior
induced by dopaminergic agonists in rats with unilateral 6-
hydroxydopamiine lesions of the nigrostriatal system. So far,
there has been little search for locating influences of these
grafts beyond the area where they are inserted. The purpose of
this study was to determine through the [lLC]-Z-Deoxyglucose
autoradiographic method, whether substantia nigra grafts have an
effect on efferent striatal nucleil and other related structures.
Animals were divided into: unlesioned rats injected with either
saline or apomorphine and 6-hydroxydopamine-lesioned rats
injected with saline, or apomorphine, or with apomorphine and
grafted with non-dopaminergic tissue, or with apomorphine and
grafted with fetal substantia nigra. The results showed a
significant and unexpected enhancement of metabolic activity in
the Substantia Nigra Reticulata and Striatum on the side
contralateral to the lesion and a bilateral but slightly
greater contralateral enhancement in the Thalamus and Fronto-
Parjetal Cortex only in rats bearing fetal substantia nigra
grafts. No such pattern was found in the Entopeduncular Nucleus
or Globus Pallidus. = The results are discussed in terms of the
possibility that substantia nigra grafts induce a widespread
effect on several brain structures outside of the local area of
the transplant, and that recovery of turning behavior may in part
be caused by an increased activity of the striatum ~contralateral

to the grafted side.



INTRODUCTION

The. unilateral administration of the neurotoxin 6-
" hydroxydopamine (6-OHDA) into the dopaminergic nigrostriatal
system, induces a behavioral syndrome characterized by a postural
asymmetry (1), which iz enhanced when rats are injected with
either amphetamine (ipsilateral turning) or apomorphine
(contralateral turning) (1, 2). Since anatomical studies in the
rat, have shown that the efferent projections of the striatum
are directed towards the Globus Pallidus (GP), Entopeduncular
Nucleus (EP) and Substantia Nigra Re:icula.cn (SNR)  (3,4), {1t
is likely that this turning behavior, could be mediatad by these
output nuclei (5,6).

Fetal dopaminergic nigral grafts have been shown to reduce
amphetamine or apomorphine—~induced turning (7-9). A host of
studies have reported that such grafts show sepontanous dopamine
release, action potential waveforms, firing patterns and
metabolic rates similar to those observed 4im the intact
substantia nigra compacta (10-15). In addition; these grafts
eatabl‘ish synaptic contacts with host striatal neurons (16,17).
T};ase findings could explain the decrease in turning behavior in
the 6-OHDA model and show that the nigral grafts may become
incorporated into the host denervated striatum. It would thus be
expected that dopaminergic fetal tissue might have an influence
on striatal efferent nuclei. However there has been little
evidence with regard to this hypothesis. The only study
addressing the question of graft ionfluences on efferent
pathways, reported that in animals receiving a substantia nigra

gra'ft which' decreased turning behavior, a decrease in local



cerebral glucose wutilizatiom (LCGU) ocurred in GP only (15).
However, the authors of this study did not use a dopaminergic
agonlst when doing the 2-deoxyglucose autoradiographic study of
thelr animals. For this reason, the actual effect of substantia
nigra fetal grafts could not be completely determined, In order
to obtain, information about the possible influence of fetal
dopaminergic nigral grafts on output pathways from the
striatum, we studied turning behavior as well as the rate of LCGU
in saveral brain areas using [MC]-Z—deoxyglucose autoradiography
in grafted and non-grafted animals with a previous unilateral 6-
OHDA  lesion, during stimulation of striatal dopaminergic

receptors by means of systemic apomorphine administration.

METHODS

Aninals and Treatments

Twenty seven, male Wistar rats weighing 180-200 g at the
start of the experiment were used., These animals were divided
into 6 age matched groups as follows: Croup SAL (n=5) consisted
of wunlesioned animals injected with only saline; Group APD
(n=4) consisted of unlesioned animals injected with 0.25
mg/kg, 1. p. of apomorphine; Group LES+SAL (n=4) consisted of 6-
OHDA lesioned animals injected with saline; Group LES+APO (n»5)
consisted of 6-OHDA lesioned animals injected with 0.25 mglkg,
i.p. of apomorphine; Group LES+APO+NDA (n=4) consisted of 6-OHDA
legioned animals injected with 0.25 mg/kg, 41.p. of apomorphine
and grafted with non-dopaminergic graft; Group LESt+APO+SN (n=5)
consisted of 6~OHDA lesioned animals injected with 0.25 mg/kg,

i.p. of apomorphine and grafted with fetal substantia nigra. All



animals were housed under 12 h light/12 h dark conditions with
access to food and water ad libitum. Animals were anesthetlzed
with halothane (0,4% in a 95% / 5X mixture of 02-C02) and were
positioned 1in a stereotaxic frame (Kopf). 6-hydroxydopamine
hydrobromide (Sigma Chemical Co.,), 8 pg in & )11 of saline
solution containing 0.5 mg/ml of ascorbic acid, was injected into
the left medial forebrain bundle, at the following stereotaxic
coordinates: bregma - 2.7 mm AP, 1.5 mmL and 8.6 om V below
dura, with the incisor bar 2.4 below the interaural line (18).
This neurotoxin was injected at a rate of 1 ul per minute. After

the administration, the needle was left in place for 4 minutes.

Procedure for grafting.

Fetal tissue was obtained from Wistar rat embryos of 15=17
days of gestation (16-20 mm c¢rown-rump length). Pregnant female
rats were anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg 1.p.). The
uterus was exposed and each embryo was extracted. Ventral
mesencephalic tissue which contained the substantia nigra and the
ventral tegmental area (dopaminergic tissue) was dissected in
sterile saline solution. This tissue (1 cubic mm approximately)
was i1njected into the left lateral ventricle of some of the 6-
OHDA-lesioned rats. These rats were anesthetized the same way as
when  they were lesioned. The stereotaxic coordinate of the
lateral ventricle was 1.0 mm anterior to bregma, 1.l mm lateral
to the midsaggit.'al suture and 4.6 mm below the dura (23). A
similar procedure was accomplished with the dorsal mesencephalic

tissue (non-dopaminergic tissue).



Behavioral Test.

All 6-OHDA lesioned animals were tested with apomorphine
(0.25 mg/kg, 4.p.) every 10 days during 30 days after the 6-~OHDA
lesion, in order to determine whether the dopaminergic
nigrostriatal system had become lesioned, Only rats showing a
turning rate greater than 225 complete rotations (3600) in 30
minutes, were considered well denervated (1) and were included in
the study. Following these 30 days, the turning behavior of all
animals was tested aga!tn every 10 days throughout 60 ad;litional
days. As a result, each animal received 9 injections of
apomorphine after the initial lesion. In sum then, the lesioned
animals were tested 90 days after the lesion, and the grafted
animals were followed for 60 days after the graft. Several
studies have shown that after such time scales, neither deéuasas
(19-21), nor increases in turning behavior (1,22) occur. For
this reason, at the end of this period (90 days after the 6-OHDA
lesion) all rats from all groups were prepared for the 2-

deoxyglucose autoradiography.

_[HC ]-2-deoxyglucose autoradiography.

As mentioned above, after the last behavioral evaluation all
animals were prepared for the [“C] -2-deoxyglucose
autoradiography which was performed as reported before (24).
Briefly, the rats were lightly anesthetized with halothane (0.4%
in & 95-5% mixture of 02-(:02) and catheters were inserfed into
the femoral vein and artery. After this, the rats were restrained
using a cloth restraint jacket (25) and the anesthesia was

discontinued, At least 2 hours were allowed for recovery from



anesthesia, Then the rats were given by intravenous
administration either apomorphine (0.25 mg/kg) or saline
solution. Ten minutes later (26) the animals received amn
intravenous injection of [”‘C]-Z-daoxyglucose (10 uC1/100g;
52-7-60 mCi/mmol) over 20 seconds and samples of. arterial blood
were collected for the next 45 minutes. All animals received the
same dose of apomorphine and of [U‘C]-Z—deoxyglucose. In constrat
with the other 6-~0OHDA-lesjioned groups which received apomorphine,
the animals of Group 6-OHDA+SAL received only a saline injection
before the [MC]-Z-deoxyglucoae administration., At the end of
this 45 minutes period, the rats were decapited, the brains
removed and immediately fro;en in isopentane («70°C). Coronal
sections (20 um) were cut in a cryostat at —16°C, mounted onto
clean gelatin-coated glass slides and dried at 60°%C on a hot
plate for exposure with beta-max hyperfilm (Amersham) for 6 days.
A series of 12 precalibrated [II'C]-methylmetacryllte standards
(concentrhtion range 10.1 - 1069 nCi) (Amersham) were placed on
each autoradiogram in order to allow quantification of the LCGU.
In addition, so.me sections were atained with cresyl violet in

order to be able to specifically detect the grafted tissues.

Computer imaging analysis.

Film autoradiographs were analyzed with a micro computer
imaging device (MCID, Imaging Research Inc.). Each
autoradiograph was converted to a digital display of medium
resolution (512 x 512 Pixels) by means of a video camera. This
process transforms op:ichl density into a LCGU value, according

to an imaging system for autoradiographic densitometry (27). The



structures analized were: Substantia Nigra Reticulata (SNR),
Entopeduncular Nucleus (EP), Globus Pallidus (GP), Striatum (ST),
Thalamus (THA), Amygdala (AMY), Lateral Habenular Nucleus (LHN)
and Fronto-Parietal Cortex (CX). For each brain region in every
animal, a computer outline was superimposed over the structure
until the entire area was covered in order to determine LCGU.
This sampling procedure allowed to use between 4 to 12 slices

per structure. A total of 706 slices were thus analized.

RESULTS -

1.~ Turning behavior.

There were no differences in turning behavior between groups
LES + SAL (X=296,750 + 31.85 SEM turns/30 min), LES+APO (¥=302 #
43.45 SEM turns/30 min), LES+APO+SN (X= 363 + 32.85 SEM turna/30
min) and LES + APO + NDA (5-( = 373+ 33.87 SEM turns/30 min) before
transplantation, that is 30 days after the 6-CHDA lesion (Fig. 1)
The ungrafted rats (LES + SAL and LES +APO) ghowed no change in
their turning rate (X=313.75 +61.81 SEM turns/30 min and X=1353 +
25.55 SEM turns/30 min respectively) after 60 days, but the
turning behavior was reduced in animals with substantia nigra
grafts (LES+APO+SN) (X=171 + 16.05 SEM turns/30 min) (F 5,21
=107.67 p < 0.0l Scheffe's test) (Fig. 1). On the other hand,
group (LES+APO+NDA), showed no change in turning behavior

(X=369.5 + 26.6 SEM turns/30 min) (Fig. 1).

2.~ Histology

Figure 2 shows a Nissl stain of a coronal section at the

level of the lateral ventricle, which clearly shows the fragment



Fig. 1

Turning behavior induced with apomorphine (0.25 wg/Kg).
The blank bars indicate the rotations before grafting
(30 days after 6-OHDA lesion). The shaded bars indicate
the turning behavior before the 14C-2-Deoxyglucose
administration (60 days after grafting). Note that
only the animals of the group LESHAPO+SN showed a
decrease in turning behavior.

* p£0.01
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Fig. 2 Cresyl violet stain of a substantia nigra graft in a
coronal section at the level of the lateral ventricle.
Nigsl-positive cells can be seen in the graft

suggesting surviving tissue.
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of grafted fetal substantia nigra. In general, all transplanted
animals showed a eimilar mass of tissue with healthy 'Niasl

positive cells, indicating that the grafted tissue was viable.

3.~ Local cerebral glucose utilization (LCGU).

The results showed, first of all, that no significant
differences in LCGU were found in the groups SAL, AP0 and
LES+5AL, neither between groups nor between left and right sides
within groups, in all structures analized (Fig. 3; Table 1). A
One-way ANOVA, followed by a Duncan's multiple range test,
ghowed a significant enhancement ¢;f LCGU 4in groups LES+APO,
LES+APO+NDA and LES+APO+SN with respect to groups SAL, APO and
LES+SAL in the following brain regions: ST (F=10.36; P & 0.001);
SNR (F=15.40; P& 0,001) and THA (F=46,30; P< 0.001), In the
case of CX, only group LES+APO+SN showed & significant
difference (F=32,0l; P<£0.001) with regard to the others groups.

There were no differences in any groups in EP, GP, AMY and LHN.

As for the left-right differences, within groups, the
results showed a significant difference in ST in LES + AP0 (t
= 6,17; P2 0,005) and LES + NDA (et = 6.08; P 20.005) groups but
not in the LES+APO+SN group (Fig 3; Table 1) which showed an
enhancement in LCGU in the undenervated ST (Fig. 4-1F). A similar
pattern in LCGU was obgserved in the SNR which showed a
significant difference in LES + APO (t = 14.2; P £ 0.005) sand
LES + APO + NDA (t = 8.01; P 0.005) groups but not 1in animals
with a decrease in turning behavior (LES + APO + SN) (Fig 3;
Table 1). On the other hand, in the thalamus it was observed

that LES + APO (t = B.65; P{0.005), LES + APO + NDA (t = 9.39; P



Fig. 3 These graphs show the mean difference +SEM between left
and rigth sides in LCGU for Striatum (ST), Substantia
Nigra Reticulata (SNR), Thalamus (THA), Fronto-parietal
cortex {CX), Lateral Habenular Nucleus (LHN),
Entopeduncular Nucleus (EP), Globus Pallidus (GP) amnd
Amygdala (AMY) in each group. Note that in animals with
substantia nigra grafts the left-right difference in ST
and SNR was not significant, indicating that the
contralateral nuclei increased their LCGU.

* p & 0.005 Paired Student's t tesat.
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TABLE 1. Mean + SEM expressed in micromoles/100 gr/min of LCGU in left and right hemispheres for several
t-paired tests were used to compare both sides for each group.

structures.

LES + APO LES + APFOD
BRAIN REGIONS SAL APO LES + SAL LES + APO + +
(n=5) (n=4) {n=4) (n=5) NDA SN
(n=4 ) (a=5)

st L 49.60%6.40 54.29+1.85  62.2292.12  60.3742.03  63.2242.21  67.16+2.49

R 49,7044.67 54.40+2.29 45.1942.05 49.90+1.94%  55.1242.26% 70.18+2.12
SHR L 36.4945.71 39.2242.19  33.5146.88  63.25+4.91  67.3635.29  71.28+1.66

R 37.0945.71 38.38+1.99 34,02+4.37 45,33+4.94%  49.79+3.99% 61.70+2.77
THA L 47.69%4.16 51.64+1.98  41.5242.91  55.2743.27  52.96+1.68  71.52+1.65

R 48.86%4.02 52.96¥1.90  43.26¥2.77  56.59%3.26%  59.20%1.55%  BO.27%2.54%
<X L 51.8044.77 56.82%2.03 46.95+4 .45 52.73+5.45 55.63+1.56 76,03+ 3.47

R 53.35%4.86 59.98¥1.76  47.56%5.06  57.14%6.17  63.51%2.26  B5.71F 3.01*
LHN L 52.09%4.43 59.5146.10  51.2446.11  44.2443.40  44.8945.23  66.41%5.57

R 54. 75:5.25 60.1936.25 49.11+6.82 52.59%3.10% 53.1145.79% 78.30+7. 14
EP L 34.3845.34 33,7742.77 2B,6345.84 54.47+1.61 54.0944.75 61.0843.14

R 34.63%5.30 35.01%2.69  30.08%6.12  41.71%8.04%  43.34%4.70%  51,6433.224
GP L 32.68+5.85 35.3041.81 31.06+2.83 37.10+6.32 45.5242.02 50.78+2.23

R 34.5246.00 34.28+1.65 29.6742.93 SGJIAiG.O‘ 46.33:2.79 49.10+2.62
v L 37.8744.52 42.9842.60  36.5632.12  40.35+4.31  38.9241.44  47.4942.67

R 36.85%5.38 43.9632.26  36.85%1.72  44.1345.20  41.5441.61  4B.15+.78

* P 0.005 (significant differences between left and right)



0.005) and LES + APO + SN (r = 5,2; P40.005) groups presented a
significant left-right difference (P & 0,005) (Fig. 3, Table 1
and Fig. 4-2 D-F), Moreover, & very significant bilateral
enhacement in LCGU was observed in this area in group LES + APO
+ SN (F = 46.30; PZ 0.001) (Fig. 4~2F). In the case of the
Fronto-Parietal cortex (CX) only group LES + APO +SN uht;ued a
significant difference between left and right sides (t = 7.22; P¢
0.005), (Fig. 3 Table 1). Also, in this group there was a
bilateral enhancement of LCGU in CX (Fig. 4-1F nn& 4-2F). In the
LHN, only groups LES + APO (t = 11.97; P£0.005) and LES + APO +
NDA (t = 12.12; P£0.005) showed a significant difference
(Fig. 3, Table 1). With respect to other striatal output nuclei .
only EP was found to differ (t = 16.48; P &£ 0.005) in LES + APO,
LES + APO + NDA (t = 9,2; P 0.005) and LES+ APO + SN groups (t =
6.31; P4 0,005 (Fig. 3, Table l). In contrast, no differences
were found in GP and AMY in any of these groups (Fig. 3, Table
1).

DISCUSSION

The decrease in :u;ntng behavior observed in this study as a
result of the SN grafte is similar to those reported In other
studies (7,19,21). The LCGU evaluation, therefore, was carried
out in animals in which the grafts in fact produced a significant
reduction of motor asyumetries. The 2-DG autoradiography
technique utilized 4n this study was performed according to
Sokoloff et al (24) who used restrained rats. Since previous

studies have shown that metabolic activicy in the basal ganglia



Fig. 4

Computer 1image of autoradiograms 1llustrating the
LCGU 4n the Striatum (1) and the Thalamus (2). A
lateral ‘ slit indicates the left 6-OHDA-lesioned side.
Letters indicate the groups: A = Saline (SAL); B =
Apomorphine (APO); € = Lesion + SAL; D ~ Lesion + APO;
E= Lesion + APO + Non-dopaminergic graft and F= Lesion
+ APO + Substantia nigra graft. Note in 1-F how right
striatum shows an enhancement in LCGU which almost
matches LCGU on the lesioned left side. This does not
ocurr 1n either D or E, In the Thalamus (2) rats with
subtantia nigra graft (F) show a espectacular bilateral
enhancement 1in LCGU, though slightly greater on the
non-lesioned side. The slices in the figure correspond
to Antero Posterior Plane (AP) 0.70-0.20 um from Bregma
for number 1 and =3.14 = ~3.30 mm from Bregma for

number 2.
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and related structures, is similar in restrained (28) and in
unrestrained (29) 6-0HDA lesioned animals injected with
apomorphine& we can probably rule out the possibility that LCGY
wag influenced by the prevention of turning. With these
considerations in mind, 1t should be noted that animals without
lesions and dinjected only with saline or apomorphine did not
differ {in LCGU in any structure. Al;hough. some authors have
reported significant iIncreases in LCGU {in several structures
including the basal ganglia by the mere injection of apomorphine
(30,31), it should be pointed out that this was reported to occur
only at much higher doses than those used in our study. As for
the 6-OHDA lesioned animals, {t is interesting to note first of
all, that the mere lesion of the nigro-striatal pathway does not
induce any significant change in LGGU (see Fig. &4-1C and 4-2C).
However, a8 soon as a lesioned animal 18 injected with
apomorphine a dramatic 4increase in LCGU can be observed in
several structures (see Fig. &~1D, E and F and 4-~2 D,E and F).
Moreover, it was observed that the addition of a graft did not
further modify LCGU, except for the group in which a dopaminergic
graft was placed. - But most interestingly, the change was not
observed to occur on the lesioned side, but on the Eontrnlateral
side. This suggests that the recovery of motor asymmetries in
grafted animals subjected to 6-OHDA lesions may not only be due
to an effect or a recovery on the side of the lesion (32,33) but
rather on an activation of the contralateral side. It appears as
though 4t is the contralateral side which promotes a return to

symmetry between left and right sides. This is a very interesting



result, first of all because transplanted patients with
Parkinson's disease, showed bilateral improvements of their
symptoms although the grafts were unilateral (34) and secondly it
suggests that the recovery from asymmetries following 6-OHDA
lesions occurs more as a result of some process taking place on
the non-lesioned side, and lends further credence to the 1dea
that such recovery does not necessarily occur as & result of
recovery in receptor asympetries (35) as has been reported in
several studies (32,33,36).

From the results obtained in this experiment 4t can be
concluded that SN grafts have an effect well beyond the area
where they are placed. The changes that were found in Thalamus,
Froto-parietal Cortex, SNR and Striatum are-lifwly to reflect
this d4nfluence. Obviously the mechanisms or pathways involved
are presently unknown., This study allows for the first time to
suggest that in the recovery of turning behavior of grafted 6-
OHDA  lesioned animals, though surely a multifactorial event,

the non-lesfoned contralateral side wmway play a crucial role.
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Si queréis saber el asunto
que me trae ante vosotros
con tal rare adorno,

vais a saberlo, si os
dignais escucharme.

Erasmo de Rotterdam



Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que los
trasplantes de substancia negra fetal pueden tener una influencia
mads alla del lugar donde se cclocan; en este case, del estriado
denervado. Ademas pueden disminuir las asimetrias que se
presentan en la utilizacién local de glucosa cerebral (ULGC), en

algunas areas cerebrales relacionadas con la conducta de giro.

EL METODO DE [14 C)-2-DESOXIGLUCOSA

El método de [1l4 C)-2-Desoxiglucosa ((14 C)-2DG) es una
herramienta que permite conocer el indice de actividad funcional
en regiones discretas del sistema nervioso a través de la
determinacién de ULGC. Se ha propuesto que un incremento en la
actividad funcional de una estructura conduce a un aumento en
ULGC; un decremento en la actividad funcional, deprime la tasa de
ULGC (Sokoloff et al, 1977; Sokoloff, 1983; Sokoloff, 1989), Sin
embargo, se cohoce poco acerca de los mecanismos que relacionan
la actividad neurofisioldgica con la tasa de ULGC. Los estudios
in vitro han propuesto gue el incremento en ULGC esta en relacién
con un aumento en la actividad de la bomba Na+ K*ATPasa, pero no
con la produccidén de potenciales de accidn; este efecto se
localiza principalmente en las temingles nerviosas y dendritas
(Schwartz et al, 1979; Mata et al, 1980). Los estudios in vivo
con animales anestesiados han demostrado que la estimulacidn
eléctrica de aferentes del ganglio cervical superior o del nervio
ciatico, induce una aumento en ULGC que estd en relacién directa
con la frecuencia de estimulacidn; estos estudios sefialan que las

terminales axonales y no los somas son los sitios en donde la
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tasa de ULGC es mas alta (Yarowsky et al, 1983; Kadekaro et al,
1985). Otro estudioc sugiere gque la estimulacion sensorial puede
inducir un proceso inhibidor que se refleja en un decremento de
ULGC (Webster at al, 1984). Por otro lado, las células gliales
también son afectadas por el marcaje radioactivo de la 2-DG
(Hand, 1981; buncan et al, 1990).

los cambios en la tasa de ULGC que se encontraron en los
diferentes grupos gue se reportan en esta tesis, estarian

ragulados, al menos en parte, por estos mecanismos.

CONDUCTA DE GIRO.

La disminucién en 1la conducta de giro en los animales con
trasplante de tejido fetal de substancla negra (Grupo
LES+APO+5N), es similar al reportado en experimentos previos,, en
los que el trasplante se colocd en el ventriculo lateral
adyacente al estriado denervado (Perlow et al, 1979; Freed et al,
1980; Simonds y Freed, 1990). Como ya se mencioné en una seccién
anterior (ver modelcs animales de la enfermedad de Parkinson),
los mecanismos relacionados a la conducta de giro producida por
la adminstracién de apormorfina o anfetamina no son similares. En
apoyo de esta hipétesis, se ha encontrado que pocos animales que
han recibido un trasplante de médula adrenal (sélo 3 de un grupo
de 40 ratas), presentan un decremento en la conducta de giro
cuando se administra por separado apomorfina y anietamina (Becker
et al, 1990). Otro estudio demuestra que no existe correlacidn
entre la disminucién de la conducta de girc en animales gque
recibieron un trasplante de substancia negra, y el decremento

que se observa en animales que recibieron un trasplante de médula
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adrenal (Brown y Dunnett, 1989). En conjunto, estos resultados
sefalan gque a pesar de ser agonistas dopaminérgicos, 1la
apomerfina y la anfetamina no actuan en mecanismos equivalentes
para producir la conducta de giro. Tampoco la disminucién en la
conducta de giro en animales con trasplante de substancia negra o
médula adrenal involucra mecanismos comparables., Por elle, los
resultados que se obtuvieron en esta tesis, sdlo pueden ser
aplicables a la administracién de apomorfina y los trasplantes de

substancia negra.

RESTRICCION DE MOVIMIENTO.

La autorradiografia con (14 C)-2-DG se realizé de acuerdo al
método reportado por Sokoloff et al (1977) quien utilizé animales
concientes pero inmovilizados. De la misma manera, los animales
que se emplearon en todos los grupos se inmovilizaron durante el
procedimiento de administracién de 1a (14 C]-2-DG. Otros trabajos
han demostrado que la actividad metabdlica de las estructuras que
forman los ganglios basales, es similar en animales restringidos
(Kozlowki y Marshall, 1980) ¢ no (Wooten y Collins, 1983) de
movimiento, con 1esidﬁ previa de 6-0OHDA y estimulados con la
administracién sistémica de apomorfina. Pér ello, se descarta ia
posibilidad de que los resultados obtenido en este experimento
pudieran ser influenciados por la prevencién de la conducta de

giro.
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DIFERENCIA DE ACUERDO A LAS DOSIS DE APOMORFINA EN LGS
GRUPOS NO LESIONADOS (SAL Y APQ).

No se encontraren diferencias en ULGC entre los grupos SAL
y APO. lLa dosis de apomofina utilizada en este trabajo (0.25 mg/
kg.), fue elegida de acuerdo al criterio de Ungerstedt (1971 )
para probar la conducta de giro en animales lesionados con 6-
OHDA. En otros trabajos en los que se han utilizado dosis mayores
de este agonista dopaminérgico, se encuentra un incremento en
ULGC, que es dependiente de la dosis, en varias 4reas cerebrales
incluyendo los ganglios basales (Brown and Wolfson, 1978; Mc
Culloch et al, 1982). Las dosis menores de 0.5 ng/Kg de
apomorfina no inducen diferencias en ULGC con respecto a animales

controles que reciben solucién salina. (Mc Culloch et al, 1982).

GRUPO LES+SAL.

En los animales del Grupo LES+SAL no se encontraron
cambios en ULGC en la Areas cerecbrales qgue se estudiaron. La
lesidén electrolitica o con 6-OHDA del sistema dopaminérgico
mescestriatal tiene poco efecto en la actividad metabdlica del
estriado y otras estructuras (Schwartz, 1978; Sagar y Snodgrass,
1980). Por otro lado, Kozlowky y Marshall (1980, 1983) han
reportado un incremento ipsilateral en la captura de [14-C)-
2DG en GP, EP y SNR en un perjodo de 3 a 15 dias después de la
lesién con 6-OHDA. Los animales del Grupo LES+SAL fueron
sacrificados 90 dias después de la lesién con 6-OHDA. Es posible
que durante este tiempo ocurrié una recuperacidn. parcial de la

actividad dopaminérgica y por esta razén no se observaron cambios
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ESTA TESIS NO DEBE
SALR DE LA BIBLIOTECA

en ULGC en este grupo. En apoyo de esta ldea, se ha demostrado
que los animales que se recuperan de la negligencia
sensoriomotora producida por la lesidn unilateral con 6-OHDA (6
semanas postlesidn), no presentan cambios asimétricos en la
captura de [14 CJ]-2-DG en el estriado anterior, GP y BSNR
(Kozlowski y Marshal, 1983). Otros estudios han demostrado que
después de una lesidon del sistema nigroestriatal con 6-0HDA, se
produce un incrementc en la sintesis y la liberacidén de dopamina
asi como un aumento en la velocidad de recambio en las terminales
dopaminérgicas que no son destruidas (Zigmond et al, 1989). Estos
cambios pueden conducir a una conmpensacién funcional a largo
plazo del sistema nigroestriatal (Zigmond et al, 1989). Estos
datos podrian explicar la carencia de cambios en LGGU, que se
observé en este grupo. En contraste, otros trabajos sefialan que
el GP presenta un incremento ipsilateral a la lesidn con 6-OHDA
en ULGC, hasta 104 dias después de la lesién, mientras que el ST,
SNR y EP no presentan cambios en el mismo pericdo (Wooten and
Collins, 1981). Sin embargo, estos autores sefalan que el
incremento en ULGC es mds pequeiio con respecto al grupo contrel a
los 104 dias que a los 21 dias después de la lesidon ; este
resultado sugiere la existencia de un posible mecanismo

compensatorio.

ULGC EN EL ESTRIADO (ST).
La administracién intraestriatal de dopamina en animales no
lesicnados produce un decremento de ULGC en el estriado (Brown y
Wolfson, 1983), mientras que la adminiastracién sistémica o

intraestriatal de apomorfina en animales con lesién unilateral
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con 6-OHDA, incrementa ULGC en el estriado (Kozlowski y Marshall,
1980; Wooten y Collins, 1983); este incremento no se presenta si
se administra haloperidol (Kozlowski y Marshall, 1980). Este
ultimo resultado sefiala gque los cambios en ULGC son
consecuencia de la estimulacién de los receptores dopaminérgicos |
estriatales. Es importante destacar, que en estos estudios 1los
cambics en ULGC en el estriado son ipsilaterales con respecto al
sitio de administracisn o de lesion, Los resultados que se
obtuvieron en ULGC en el estriado ipsilateral de los animales del
Grupo LES+APO, son similares a los mencionados anteriormente. Un
resultado semejante se cbservéd en los animales que recibieron un
trasplante no dopaminérgico y no disminuyeron su conducta de
giro (Grupo LES+APO+NDA). En contraste, en los animales que
recibieron trasplantes de substancia negra (Grupo LES+APO+SN), se
encontré un inesperado incremento en ULGC en el estriado
contralateral a la lesién (Fig. V. 1). Es poco probable que este
aumento se deba a la estimulacién de 1los receptores
dopaminérgicos por la apomorfina, ya que este afecto no se
observé en ningin otro grupo, ni tampoco ha sidoc reportado en
trabajos previos con animales lesionados con 6-OHDA y estimulados
con apomorfina (Kozlowki y Marshall, 1980; Wooten y Collins,
1983). Tampoco se ha reportado un incremento en ULGC en el
estriado contralateral de animales sin tratamiento experimental
previo, después de la lesién electrolitica unilateral del
estriado (Hosokawa et al, 1984); de la lesidn unilateral con
acido kainico {Kelly et al, 1982) o de la estimulacidn eléctrica
unilateral de este nicleo (Aiko et al, 1988).

Otros estudios han demostrado que existe una regulacién
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bilateral del sistema dopaminérgico nigroestriatal. La lesién
unilateral de la substancia negra produce una disminucién en la
liberacién de dopamina en el estriado ipsilateral, pero un
incremento en la liberacidén de dopamina en el estriado
contralateral (Glowiski et al, 1984). La aplicacién unilateral
de anfetamina en la substancia negra induce un incremento en la
liberacién de dopamina en esta drea, mientras el estriado
ipsilateral presenta un decremento; en tanto, en la substancia
negra contralateral la liberacidn de dopamina disminuye,pero en
el estriado contralateral aumenta (Cheramy et al, 1981). Los
efectos opuestos asimétricos se observan después de la
administracién unilateral de alfa-metil-p-tirosina en 1la
substancia negra (Cheramy et al, 1981). Las vias por las cuales
estas relaciones interhemisféricas se establecen, aun no estan
bien establecidas. Se sabe que la seccidn de la masa intermedia
talamica, evita estos cambios asimétrices en 1la liberacién de
dopamina (Glowiskl et al, 1984). Es posible que el aumento en
ULGC en el estriado contralateral refleje una influencia del
trasplante de substancia negra fetal; esta influencia podria ser
mediada a través de las vias gue permiten las relaciones
interhemisféricas del sistema nigroestriatal. Si esto es cierto,
entonces el incremento en ULGC que se encontré en el estriado
contralateral del Grupo LES+APO+SN, desapareceria por la seccién de
1a masa intermedia talamica.

Por otro lado, existe la creencia de gue la estimulacién
dopaminérgica del estriado denervado con 6-OHDA es un mecanismo

importante para 1la expresidn de la conducta de giro, mientras el
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estriado contralateral parece tener poca o ninguna participacién
(Marshall y Ungerstedt, 1977)., 8Sin embargo, en los ultimos ahos
algunos datos sugieren que esta idea no es correcta. La conducta
de giro producida por la administracidn sistémica de apomorfina
o la administracién intraestriatal de dopamina, en animales con‘
lesién unilateral con 6-0HDA, es disminuida o abolida
respectivamente, por la lesidn electrolitica del estriade no
denervado (Costall et al, 1983). Se ha observado gue en animales
con lesién electrolitica en un estriado, la administracién de
dopamina en el estriado contralateral, no produce conducta de
giro como se esperaria de acuerdo a la hipdétesis de un desbalance
dopaminérgico (Costall et al, 1983). Mi&s sorprendente es el
hecho de que si un estriado recibe una lesidén electrolitica y
el otro recibe una lesién quimica con 6-OHDA, la administracion
local de dopamina en el estriado denervado con 6-0HDA, no induce
asimetria corporal o conducta de giro, como se esperaria de
acuerdo a una hipesensibilidad de los receptors dopaminérgicos
(Costall et al, 1983)., Es importante sefalar que las dosis de
dopamina que se utilizaron en estos trabajos (50-200 ug) inducen
conducta de giro en animales lesionados con 6-OHDA, pero sin
ninguna manipulacién en el estriado intacto (Costall et al,
1983}. Estos datos destacan la importancia del estriade no
lesionado para la expresién de la conducta de giro; ademas
sugieren una reduccién en la actividad dopaminérgica del
estriado intacto. El incremento que se observé en ULGC en el
estriado contralateral a la lesién con 6-OHDA (Grupo
LES+APO+SN) podria reflejar un incremento en la actividad

dopaminérgica estriatal, que seria importante para el decremento
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en la conducta de giro. A partir de este hallazgo, se puede
plantear que la participacién del estriado no denervado es

importante para el decremento en la conducta de giro.

ULGC EN LOS NUCLEOS EFERENTES DEL ESTRIADO (EP, GP Y SNR)

Se encontrd un incremento en ULGC en SNR and EP, en el lado
ipsilateral a la lesion, en los animales del Grupo 6-OHDA+APO.
Este cambio representa un patrén asimétrico de ULGC con respecto
al lade intacto contralateral. Otros estudios han utilizado el
método de auterradiografia con [14C)-2-DPG perc han usado un
andlisis cualitativo (densidaa optica). A pesar de ello, los
resultados encontrados para SNR y EP en los animales del Grupo 6-
OHDA+APO, son similares a los reportados por otros autores en
animales con lesién unilateral de 6-0HDA y con administracion
sistémica de apomorfina (Korlowzkli y Marshall, 1980; Wooten y
Collins, 1983). Se encontrd un patrén asimétrico en ULGC similar
al del Grupo LES+APO, en animales que recibieron un trasplante de
tejido no dopaminérgico y no disminuyeron la conducta de giro.
(Grupo LES+AFO+NDR). La administracion unilateral intrestriatal
de dopamina en animales no lesionados (Brown y Wolfson, 1983), o
la estimulacién eléctrica unilateral en el estriado de animales
intactos (Aiko et al, 1988), produce un patrén similar al que se
encontré en SNR y EP en el presente trabajo. Este incremento
ipsilateral en ULGC se atribuye al aumento en la  actividad
funcional de las vias estriado-nigral y estriado-entopeduncular,
debido a la estimulacion dopaminérgica estriatal (Korlowzki y
Marsahll, 1980; Wooten y Collins, 1983). Para el caso de SNR, se

ha demostrado que este nucleo tiene dos tipos de receptores
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dopaminérgicos (D1 y D2) (Palaclos y Pazos, 1987) y por ello no
se puede descatar la posibilidad de gue el aumento de ULGC que se
observé en SNR ipsilateral, podria estar relacionado a la
estimulacién directa de los receptores dopaminérgicos de SNR por
la apomorfina.

En los animales trasplantados con reduccidén en la conducta
de giro (Grupo LES+APO+SN), se encontré un incremento ipsilateral
en ULGC similar al observado en ios Grupos LES+APO y LES+APO+NDA,
para SNR y EP. Este resultado sugiere que el trasplante de
substancia negra no tiene efecto en estos dos nucleos eferentes
del estriado., Sin embargo, se encontré un aumento en ULGC en la
SNR contralateral al lado de la lesidn (Fig. V. 1) que disminuys
la diferencia en ULGC entre la SNR ipsilateral y contralateral.
Tambjén se observé en este grupo, una disminucidén gue no fue
significativa en la diferencia de ULGC entre el EP ipsilateral y
contralateral. Por otra parte, un trabajo reciente demuestra
que mas del 80% de las células dopaminérgicas de una substancia
negra compacta, responden a la estimulacién eléctrca de la
substancia negra contralateral (Castellano y Rodriguez Diaz,
1991) . Al igual que otros estudios (Glowiski et al, 1984), este
resultado demuestra la existencia de una regqulacidn mutua de
ambas substancias negras compactas. Los estudios anatdmicos ha
demostrado gue las dendritas de las células dopaminérgicas
penetran a SNR (carpenter, 1984). La lesién unilateral con 6~OHDA
induce un incremento bilateral, aunque no significativo, en 1la
actividad eléctrica de las células de SNR (Sanderson et al,

1986). Con base en estos datos, se puede plantear que la
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actividad de una SNR puede estar relacicnada a las células de la
SNR contralateral, En apoyo de esta idea, se ha reportado que la
estimulacién eléctrica o la aplicacion de muscimel en SNR,
provoca un aumento en ULGC en la SNR contralateral (Savaki et al,
1983; Dermon et al, 1990). No existe una evidencia anatomica de
una conexidén directa de las 2 substancias negras; por ello estas
relaciones deben involucrar conexiones multisinapticas. Como
hipétesis de trabajo, se puede sugerir que los trasplantes de
substancia negra actuan sobre las células estriatales, que a su
vez influirén a las células de la SNR ipsilateral encargadas de
regular la actividad de la SNR contralateral. Si esto es cierto,
entonce la interrupcién de las fibras estriado-nigrales anularia
el efecto en la SNR contralateral. Un estudio previo demuestra
que la alteracién de la actividad estriatal (lesidén unilateral
con 4cido kainico) produce un incremento en ULGC en la SNR
ipsilateral y contralateral, 10 dias después de la lesién (Kelly
et al, 1982)., Este resultado sugiere que la actividad estriatal
puade reflajarse en las células de 1a SNR contralateral.

Por otra parte, no se encontraron cambios asimétricos en ULGC
en GP en los animales del Grupo LES+APO. En otros trabajos que
han utilizade animales con 1lesién de 6-OHDA y estimulacién
sistémica con apomorfina, tampoco se han encontrado cambios
asimétricos en ULGC en GP (Kozlowki y Marshall, 1980; Wooten y
Collins, 1983). Una carencia de asimetria en ULGC, también se
encontré en los animales de los Grupos LES+APO+NDA y LES+APO+SN.
Otros estudios han reportado que la lesidén unilateral con 6-OHDA
produce un decremento en el numero de receptores para opiaceos y

GABA asi como un decremento en la tasa de disparo de las células
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del GP ipsilateral a la lesidén (Pan et al, 1985; Pan y Walters,
1988). Estos ultimos resultados sugieren gue el sistema
dopaminérgico nigroestriatal puede ejecer una influencia
inhibidora en las neuronas estriatales que proyectan al GP. Sin
embargo, es dificil explicar porgque la estimulacién dopaminérgica
estriatal con apomorfina no produce cambios en ULGC en GP en
animales con lesién unilateral con 6-OHDA.

Schmidt et al, (1982) reportaron que el tejido fetal de
substancia negra que se coloca por encima del estriado dorsal en
animales lesionados con 6-0OHDA, produce una reduccién en ULGC
s6lo en GP, ipsilateral al trasplante, sin afectar otras
estructuras. Como ya se menciond, en este trabajo los animales
lesionados no fueron estimulados con agonistas dopaminérgicos.
Aunque en el presente trabajo experimental no se utilizé un grupo
trasplantado con administracién de salina, se esperd que en los
animales trasplantados y estimulados con apomofina (Grupo
LES+APO+SN), de acuerdo a los resultados de Schimdt et al (1982),
el GP hubiera presentado un mayor decremento en ULGC, pero no se
encontré alguna asimetria, La carencia de asimetria que se
encontré en GP en el presente trabajo, junto con otros reportes
(Wooten and Collis, 1983; Scheel-Kruger, 1986; Klockgether et al,
1987) sugleren gue la proyeccidén estriatal al GP no esta
controlada de misma manera que las proyecciones a EP y SNR. Los
estudios farmacolégicos en la rata han demostrado que la dopamina
incrementa la actividad de la via estriado-EP y estriado-SNR pero
decrementa la actividad de la eferente estriado-GP (Scheel-

Krueger, 1986). En monos tratados con MTPT , se observa un
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incremento en la tasa de disparo de las células del segmento
interno de GP (EP en roedores), y un decremento en la tasa de
disparo en las céluals del segmento externc de GP {De Long,

1990) . .

ULGC EN EL TALAMO (THA).

La administracion sistémica de apomorfina en animales con
lesién unilateral con 6-OHDA, produce un aumento en la captura
de (14 C)-2-DG en 1los nucleos talamicos ventral-lateral y
ventromedial, ipsilaterales a la lesién sin afectar el lado
contralateral (Koslowki y Marshall, 1980). Sin eambargo, la
administracién unilateral del agonista gabaérgico muscimol (150
ng) en la SNR, produce un incremento en ULGC en el té&lamo
contralateral (Dermon et al, 1990). Aungue no se cuantificé ULGC
para cada nucleo talamico, se encontrd una mayor actividaa
metabélica en el talamo contralateral, en les Grupos LES+APO,
LES+APO+NDA y LES+APO+SN. Las vias anatdmicas que podrian
explicar esta asimetria no son conocidas. En rocedores, los
estudios anatdmicos han demostrado que EP manda conexiones
eferentes ipsialterales a 1los nicleos ventromedial vy
pararafascicular y al complejo anterior lateral-ventral del
talamo (Carter y Fibiger, 1979), mientras las conexionés
eferentes ipsilaterales de SNR terminan en los  nGcleos
ventromedial, parafascicular y medialdorsalis (Beckstead et al,
1979; Di chiara et al, 1979). A través de estas vias anatdmicas,
las manipulaciones experimentales que se realizan en el estriado,
Pueden modificar la actjvidad talamica. Por ejemplo, se ha

descrito gue 1la administracidén unilateral intraestriatal de
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apomorfina o L-glutamato, produce un incremente en la tasa de
disparo del nucleo ventromedial ipsilateral (Chevalier y Deniau,
1987); 1a i‘nyecciﬁn intraestriatal unilateral de acido kailnico
produce un aumentc bilateral en ULGC en el nucleo ventrolateral
del tdlamo (Kelly et al, 1982)., Otros experimentos muestran gque
la inyeccién bilateral de haloperidol en el estriado anterior,
de muscimol en el estriado medial o de betanecol en cualquiera
de estas regiones estriatales, induce un incremento de la
actividad electromiogrifica del musculo gastronemio de la rata
(Ellenbroek et al, 1986). Resultados similares a los menciohados
se logran si el muscimol o baclofen se administran en el nicleo
ventromedial del tdlamo (Klockgether et al, 1587). Con base en
estos datos, es posible que los cambios asimétricos que se
encontraron en ULGC en el tdlamo pudieran deberse a la
estimulacién estriatal dopaminérgica por la apomorfina o 1la
accidn de este farmaco sobre las células nigrotalamicas no
dopaminérgicas de SNR.

Se encontré un gran incremento bilateral en ULGC en el
tdlamo de los animales que recibieron trasplante de substancia
negra (Grupo 6-OHDA+APO+SN) que no se observé en otros grupos
(Fig. V. 1). Por otro lado, la apomorfina actua en los
receptores dopaminérgicos Dl Y D2. Los estudios han mostrado que
con excepcion de los nucleos taldamicos anteriores (nucleo
anterodorsal), el resto de los nucleos taldmicos no presentan
marca radioactiva para agonistas selectivos de los recptores Dl y
D2 (Martres et al, 1985; Dwason et al, 1985; Palacios y Pazos,
1987). Con base en estos resultados, es poco probable que el

incremento en ULGC que se encontrd en el tdlamo se deba a una
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estimulacién de receptores dopaminérgicos por apomorfina. Este
notable incremento fue un hallazgo inesperado; por ello los
aspectos sensoriomotores no fueron evaluados en estos animales.
Es posible que este aumento refleje una actividad sensoriomotora
importante para el decremento de la conducta de giro. Es
importante recordar que una hipétesis establece que la conducta
de giro resulta de un aumento en la sensibilidad unilateral para
los estimulos sensoriales (Pycock, 1980).

Los estudios han establecido que algunos nucleos talamicos
tienen una regulacién bilateral del sistema dopaminérgico
nigroestriatal. De esta manera, la estimulacién eléctrica
unilateral de los nucleos ventromedial o ventrolateral, induce
efectos asimétricos en la liberacion de dopamina en la substancia
negra compacta (Glowinskli et al, 1984). Por otro lado, diversos
estudios sefalan les ndcleos intralaminares (nucleos
parafascicular y centromediano) que reciben informacidén de SNR Y
EP ¥y los nicleos taldmicos de la linea media {nucleos
interanteromedialis y reunien) los cuales nho tiene relacién
directa con estructuras de los ganglios basales, estén
involucrados en la regulacién bilateral de la liberacion de
dopamina en el sistema nigroestriatal (Romo et al, 1983;
Kilpatrick et al, 1986). Es importante sefialar que el incremento
bilateral en ULGC que se encontré en el talamo, no estd
restringido a un nucleo taldmico especifico. Por ello, es posible
que el aumento en ULGC que se encontré en SNR y ST
contralateral, se deban en parte, al incremento en la actividad

taldmica.
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ULGC EN OTRAS AREAS CEREBRALES

Como se menciond al principio de esta tesis, el nicleo de la
habénula lateral (LHN) recibe una inervacidn gabaérgica del EP
(Scheel-Krueger, 1986), Los trabajos previos con animales
lesionados con 6~OHDA y estimulados con apomorfina, muestran que
IHN presenta una disminucién en ULGC en el lado ipsilateral,
mientra que en el lado contralateral se presenta un incremento
(Kozlowki y Marshall, 1980; Wooten y Collins, 1983). Resultados
similares, se encontraron en los Grupos LES+APO y LES+APO+NDA. Es
posible que estos cambios sean consecuencia de la estimulacién
dopaminérgica estriatal. En apoyo de esta sugerencia se ha
encontrado que la lesidn unilateral del estriado induce un
incremento ipsilateral en ULGC en LHN (Kelly et al, 1982). Sin
embargo, debido a la presencia de receptores dopaminérgicos D1 y
D2 en este nucleo (Palacios y Pazos, 1987), no se puede descartar
la posibilidad de que los cambios asimétricos en ULGC sean
debidos a la estimulacidn directa de estos receptores por la
apomorfina. En cuanto al grupo LES+APO+SN, esta asimetria se
mantuvo; sin embargo, no fue significativa debido a la variabilidad
en los valores de ULGC. °

En relacion a la corteza fronto parietal (CX), los animales
del Grupo LES+APO+SN fueron los wnicos que presentaron
una asimetria significativa en ULGC. Es possible gque este efecto
se deba al incremento en la actividad taldmica (Fig. V. 1). No se
encontraron cambios asimétricos en ULGC en ninguno de los grupos

para la amigdala (AMY). Este resultado sugiere que los cambios
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asimdtricos en ULGC son especificos para algunas A4areas
cerebrales.

Los resultados del presente trabajo experimental muestran
gue los trasplantes de substancia negra tlenen una influencia
mAs alld del lugar donde se colocan. En apoyo de esta idea, los
estudios reclentes han mostrado gue el trasplante de substancia
negra fetal que se coloca en el estriado intacto, en animales con
lesién unilateral con 6-OHDA, induce un decremento en la conducta
de giro después de la administracién de apomorfina (Mendoza-
Ramfrez et al, 1991). Este tipo de trasplante produce una
récupatacién de la supersensibilidad de los receptores
dopaminérgicos D1 no sdélo en el estriado y sino también en la
substancia negra reticulada (Dawson et al, 1991).

Por otro lado, los resultados obtenidos en un modelo animal
de la enfermedad de Huntington, parecen apoyar la idea de una
influencia mwas alld del lugar donde se coloca el trasplante para
otro tipo de tejido. En ratas anesteziadas, la lesién unilateral
del estriado con &cido iboténjco, produce una reduccidén en la
liberacion de GABA en GP y SNR, que es revertida por los
traplantes de células estriatales fetales (Sirinathshingjl et al,
1988) . Este tipo de lesidén induce un incremento en ULGC en los
nicleos eferentes del estriado, que es reducida por los
trasplantes fetales de células estriatales en GP, nucleo
subtalAmico y coliculo superior, pero no afecta a EP, SNR y el
nicleo de la habénula lateral (Isaccson et al, 1984). Es
importante destacar que en este ultimo trabajo, se observé una
recuperacién en ULGC en Areas que no son consideradas eferentes

estriatales (Isaccson et al, 1984).
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VI.- CONCLUSIONES

"The existence of human brain in lower animals also excites
speculations from a purely philosophical standpoint. On the
assumption that the human brain is the seat of the intellect,
some alteration migth be expected in the behavior of guinea pigs
bearingy such transplants. However, observation has shown no
change suggestive of higher faculties. In fact, the only
variation differentiating a guinea pig bearing a human brain
from a normal pig is a marked increase in 1libideo."

H. S. N. Greene and H. Arnold
J. of Neurosurg. 2:315-331, 1645.



A partir de los resultados obtenidos en esta tesis se puede
concluir que:

1) Los cambios en ULGC que se reportan, reflejan 1la
influencia que tienen los trasplantes de substancia negra mas
alla del lugar donde se colocan.

2) Los trasplantes de substancia negra tienen un efecto
bilateral, ya que disminuyen la asimetria en ULGC en ST, SNR y LHN
en animales lesionados con 6-OHDA y estimulados con apomorfina.
Es posible que este efecto bilateral se extienda a otras A&reas
cerebrales relacionadas con los ganglios basales (vgr, el nicleo
subtaldmico). Por otro lado, este efecto bilateral ayudaria a
explicar la mejoria que se obtiene en ambos lados del cuerpo en
pacientes con enfermedad de Parkinson que han recibido un
trasplante de substanclia negra.

3) Es posible que los trasplantes de substancia negra se
incorporen a los mecanismos que regulan la actividad

interhemisférica de ambos sistema dopaminérgicos nigroestriatales.
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